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Enzim memiliki peran yang sangat penting dalam industri 
khususnya industri pangan. Salah satu jenis enzime yang berperan 
penting  yaitu enzim pektinase. Enzim ektinase dapat diproduksi dengan 
system fermentasi media kulit buah kakao. . Tujuan dari penelitian ini yaitu 
untuk memproduksi enzim pektinase dengan sistem fermentasi media 
padat dan mengkaji pengaruh suhu dan waktu pemanasan media (121oC 
selama 30 menit, 100oC selama 60 menit dan 100oC selama 90 menit) 
serta waktu inkubasi kultur (24 jam, 48 jam, 72 jam dan 96 jam) terhadap 
aktivitas enzim yang dihasilkan dari kapang aspergillus niger dan 
Aspergillus oryzae. Analisa aktivitas enzim dilihat dengan pengukuran 
absorbansi metode DNS, analisa aktivitas enzim endopoligalakturonase 
dilihat melalui pengukuran absorbansi pada panjang gelombang 235 nm 
dan aktivitas enzim endopoligakturonase dilakukan dengan pengukuran 
tingkat penurunan absorbansi pada panjang gelombang 520 nm. 
Parameter pengamatan yang digunakan dalam penelitian ini adalah 
aktivitas enzim dan perubahan berat substrat. Hasil yang diperoleh dari 
penelitian ini yaitu aktivitas enzim eksoopoligalakturonase, 
endopoligalakturonase serta pektat dan pektin liase tertinggi terhadap 
perlakuan  suhu dan waktu pemasan substrat  yaitu pada suhu 1210C 
selama 30 menit dari enzim yang diproduksi oleh Aspergillus niger dan 
Aspergillus oryzae. Waktu inkubasi 96 jam memberikan hasil aktivitas 
enzim tertinggi dari eksoopoligalakturonase, endopoligalakturonase dan 
pektat liase yang diproduksi oleh Aspergillus niger dan Aspergillus oryzae. 
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Muhpidah (G31109264). Pectinase Enzyme Production by Solid State 
Fermentation Cocoa Shell by Aspergillus niger and Aspergillus 





Enzymes are very important in industries, especially in food 
industry. One of them, that has important role is pectinace enzyme. 
Pectinace enzyme could be produced by Solid State Fermentation of 
cocoa shell. The purpose of this research were to produce enzymes 
pectinase by solid state fermentation system and to examine the effect of 
temperature and heating time (121oC for 30 minutes, 100°C for 60 min and 
100°C for 90 min) and the incubation time (24 hours, 48 hours, 72 hours 
and 96 hours) on the activity of enzymes that produced by fungi 
Aspergillus niger and Aspergillus oryzae. Enzyme exopoligalakturonase 
activity analysis was observed by measuring the absorbance using DNS 
method, enzyme activity of pectic lyace  was observed by measuring  the 
absorbance at 235 nm and enzyme activity of endopoligalakturonace was 
condueted by observing the decrease of absorbance in 520 nm. 
Observation parameters in this study were the activity of the enzyme and 
substrate weight change. The results from this research showed that the 
highest enzyme activity of eksoopoligalakturonase, endopoligalakturonase 
and pectic lyase was in temperature and heating time 1210C for 30 
minutes which was produced by Aspergillus niger and Aspergillus oryzae. 
96-hour incubation time showed that the highest enzyme activity 0f 
eksoopoligalakturonase, endopoligalakturonase and pektat lyase that had 
been produced by Aspergillus niger and Aspergillus oryzae. 
 
Key Words : pectinace enzyme, solid state fermentation, cocoa shell, 
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A. Latar Belakang 
Bioteknologi diartikan sebagai bidang yang mencakup 
pemanfaatan mikroorganisme dan segala unsur-unsur yang berkaitan 
dengan makhluk hidup termasuk mikroorganisme. Bioteknologi 
mencakup banyak bidang salah satunya yaitu teknologi enzim yang 
mempunyai masa depan yang cerah, sebagai suatu katalisator alami.  
Enzim sangat dibutuhkan dalam industri pangan dan industri-
industri lainnya. Enzim yang banyak digunakan dalam industri pangan 
yaitu diantaranya enzim pektinase. Enzim pektinase berperan dalam 
industri pangan seperti industri jus buah-buahan sementara untuk 
industri non pangan misalnya industri tekstil. Karena peranannya yang 
sangat penting, akan lebih baik jika enzim pektinase dapat diperoleh 
dengan harga yang lebih murah sebab enzim biasanya dijual dengan 
harga yang relatif mahal.  
Dari beberapa hasil penemuan, menunjukkan bahwa 
mikroorganisme dapat dijadikan sebagai salah satu penghasil enzim, 
dikarenakan sumbernya yang melimpah di alam, kemampuan 
mikroorganisme yang luar biasa didalam memproduksi enzim. Selain 






enzim. Menggunakan mikroorganisme akan mempercepat proses 
produksi karena siklus hidupnya yang pendek, sehingga dapat 
menghemat biaya dan enzim yang dihasilkan dalam jumlah besar.  
Penggunaan mikroorganisme sebagai salah satu penghasil 
enzim dapat dilakukan dengan fermentasi media padat (Solid State 
Fermentation) dan fermentasi media cair (Sub Marge Fermentation). 
Produksi enzim yang dilakukan saat ini yaitu dengan fermentasi media 
padat. Salah satu bahan baku media padat yang dapat digunakan 
untuk produksi enzim pektinase dengan sistem fermentasi media padat 
yaitu kulit kakao. Limbah kulit kakao masih dapat dipergunakan lebih 
lanjut, diantaranya yaitu untuk media atau substrat fermentasi yang 
menghasilkan enzim. Biji kakao merupakan salah satu komoditi 
perkebunan yang mempunyai produksi yang cukup besar dari tahun ke 
tahun. Berdasarkan data Badan Pusat Statistika (2013), hasil produksi 
kakao tahun 2009 yaitu 163.001,47 ton, tahun 2010 yaitu 172.083,00 
ton dan pada tahun 2011 yaitu 196.573,00 ton. Buah kakao terdiri dari 
23-24% berat biji dan 76-77%  kulit buah, yang setelah biji kakao 
diambil maka akan menjadi limbah. Kulit kakao mengandung 9,65% 
protein kasar, glukosa 1,16%, sukrosa 0,18% dan serat kasar sebesar 
33,90%.  Penggunaan limbah kulit kakao tidak hanya untuk 
memanfaatkan limbah sebagai media pertumbuhan mikroorganisme, 
akan tetapi di dalam kulit kakao juga terdapat kandungan karbon dan 
nitrogen yang cukup untuk pertumbuhan mikroorganisme dalam 
 
 
proses fermentasi. Selain limbah kulit kakao yang digunakan sebagai 
media fermentasi juga dapat digunakan limbah pertanian lain yaitu 
dedak padi akan dimanfaatkan oleh mikroorganisme dalam fermentasi 
sebagai sumber nitrogen. Untuk memenuhi kebutuhan selama 
pertumbuhan mikroorganisme dapat pula ditambahakan sumber 
mineral dan garam-garam ke dalam media fermentasi. 
 
B. Rumusan Masalah 
Seiring dengan semakin berkembangnya industri pangan maka 
kebutuhan akan enzim pektinase semakin meningkat pula. Oleh 
karena itu perlu diikuti dengan ketersediaan enzim yang memadai 
dengan metode fermentasi media padat (Solid State Fermentation) 
untuk memproduksi enzim pektinase yang cepat, mudah, murah, 
efisien dan produktifitasnya tinggi. Produksi enzim pektinase dengan 
mikroorganisme merupakan salah satu solusi dari permasalahan 
tersebut. Karena siklus hidup mikroorganisme umumnya singkat dan 
produktifitas yang tinggi dan beberapa diantaranya sudah teruji oleh 
beberapa peneliti sebelumnya. Mikroorganisme yang dapat 
dimanfaatkan dalam produksi enzim pektinase yang ditumbuhkan pada 
media kulit buah kakao dan dedak padi melalui fermentasi media padat 
(Solid State Fermentation) diantaranya Aspergillus niger dan 
Aspergillus oryzae. Agar mikroorganisme dapat memanfaatkan mdia 
atau substrat pertumbuhan dengan maksimal, maka perlu dilakukan 
pemanasan sehingga komponen didalam media pertumbuhan dapat 
 
 
digunakan senagai sumber nutrisi utamanay karbon dan nitrogen. 
Selain itu aktivitas enzim perlu dikaji dengan mengukur evolusi kultur 
kapang Aspergillus niger dan Aspergillus oryzae per periode waktu 
inkubasi terhadap aktivitas enzim yang dihasilkan. 
 
C. Tujuan Penelitian 
Agar substrat (kulit kakao) baik dan layak serta ketersediaan 
nutrisinya lengkap bagi kapang maka perlu dikaji : 
1. Produksi enzim pektinase pada substrat atau media kulit kakao 
dengan menggunakan sistem fermentasi media padat melalui uji 
aktivitasnya, pengaruh suhu, lama pemanasan media pertumbuhan 
(kulit kakao dan dedak padi) kultur kapang Aspergillus niger dan 
Aspergillus oryzae terhadap aktifitas enzim pektinase yang 
dihasilkan. 
2. Aktivitas enzim pektinase yang dihasilkan menurut waktu inkubasi 
kultur jamur (Aspergillus niger dan Aspergillus oryzae) yang diukur 





II. TINJAUAN PUSTAKA 
A. Enzim 
Enzim merupakan biomolekul berupa protein yang berfungsi 
sebagai katalis (senyawa yang mempercepat proses reaksi tanpa 
habis bereaksi) dalam suatu reaksi kimia organik. Molekul awal yang 
disebut substrat akan dipercepat perubahannya menjadi molekul lain 
yang disebut produk (Wong, 1995). 
Ada tiga sumber enzim menurut Fowler et al. (1988) yaitu dari 
hewan, tumbuhan, dan sel mikroba. Dahulu hewan dan tumbuhan 
merupakan sumber enzim tradisional, namun dengan berkembangnya 
ilmu bioteknologi, masa depan terletak pada sistem mikrobial. Tidak 
dapat dipungkiri bahwa sebagian besar sumber enzim dalam skala 
industri adalah mikroorganisme. Beberapa alasan digunakan mikroba 
adalah (a) sistem produksi mikrobial dapat diperoleh di bawah kontrol 
tertutup, (b) level/tingkat enzim, sehingga produktivitas enzim dapat 
dimanipulasi secara lingkungan dan genetika dan (c) metode 
pengayakan untuk sistem mikrobial cukup sederhana. 
Perkembangan dan kemajuan bio-engineering yang sangat 
cepat berpengaruh sangat besar bagi perkembangan industri enzim. 
Pada tahun 2001 terdapat sekitar 160 enzim pangan dan  
sekitar 36 produk berasal dari modifikasi genetik mikroorganisme. 




seperti pada pembuatan roti, pengolahan buah dan sayuran, 
pembuatan sirup, penolahan susu dan pada industri  
minuman (Winarno, 2004). 
1. Pektinase 
Pektin pada umumnya terdiri dari senyawa karbohidrat. 
Senyawa utamanya adalah poligalakturonat yang terdiri dari unit 
galakturonat. Pektin terdapat pada jaringan tanaman, terutama 
sayuran dan buah-buahan. Letak pectin mula-mula pada dinding 
sel primer, kemudian menempati ruang antar sel yang disebut 
middle lamella. Menurut Glicksman (1969), istilah pektin pertama 
kali digunakan untuk menggambarkan komponen pembentuk gel 
pada buah-buahan yang berarti mengentalkan. 
Menurut Winarno (2004), bahwa yang termasuk senyawa 
pektin antara lain (a) protopektin yaitu senyawa pemula (prekusor) 
pektin yang bersifat tidak larut dalam air dan jika terhidrolisa akan 
menghasilkan pektin serta asam pektinat, (b) asam pektinat adalah 
asam poligalakturonat yang mengandung gugus metil ester dalam 
jumlah sedikit, disamping itu pada kondisi yang sesuai, asam 
pektinat mampu membentuk gel dengan gula dan asam, (c) pektin 
adalah asam pektinat yang dapat larut dalam air dengan derajat 





gel dengan gula dan asam pada kondisi yang sesuai, (d) asam 
pektat merupakan senyawa pektin yang tidak mengandung gugus 
metil ester. 
Enzim pektinase yang dihasilkan oleh mikroorganisme 
dikelompokkan menjadi tiga kelompok besar, yaitu (1) 
pektinesterase (PE), disebut juga sebagai pektin metal esterase 
(PME), terdapat pada tanaman dan beberapa mikroorganisme. 
Enzim ini menghidrolisa pektin menjadi alkohol dan asam 
poligalakturonat. (2) poligalakturonase (PG) yang menghidrolisa 
asam pektat seperti menghidrolisa asam pektinat dengan membuka 
ikatan glikosida yang disebabkan pemotongan acak. Enzim ini juga 
dikenal sebagai pektolase atau pektinase dan termasuk pectic acid 
depolimerase. (3) pektin liase juga disebut sebagai pektin  
eliminase (Satiawihardja, 1982). 
Prinsip kerja enzim poligalakturonase yaitu menghidrolisa 
ikatan glikosidik (α-1,4-glikosidik) pada substansi pektin. Pektat 
liase memotong pada ikatan glikosidik melalui transeliminasi 
hydrogen dari atom C4 dan C5 pada substrat. Perbedaan antara 
poligalakturonase dan pektat liase yaitu (a) pektat liase hanya 
diproduksi oleh mikroorganisme dan tidak pada tanaman tingkat 
tinggi (b) pH optimum dari pektat liase yaitu 8,5 – 9,5 sementara pH 
optimum poligalakturonase yaitu 5 - 6,5 dan (c) pektat liase 
biasanya membutuhkan ion kalsium sementara penggunaan ion 
 
 
kalsium tidak terlalu berpengaruh terhadap poligakturonase. 
Beberapa mikroorganisme hanya memproduksi pektat liase tetapi 
ada pula yang memproduksi pektat liase dan galakturonase. Ketika 
pektat liase dan galakturonase diproduksi bersamaan maka  jumlah 
dari gula reduksi yang terbentuk lebih rendah daripada double  
bond (Whitaker,1994).   
Enzim pektinase merupakan enzim yang menyerang 
senyawa pektat. Menurut Winarno (2004), berdasarkan cara 
kerjanya enzim pektinase dibagi menjadi 2 kelompok besar yaitu 
enzim depolimerase dan pektin esterase atau enzim saponifikasi. 
Enzim desterifikasi memotong ikatan ester antara grup karboksil 
dari unit asam poligakturonat dan grup metanol. Enzim 
depolimerase berdasarkan cara kerjanya dibagi menjadi 2 bagian 
yaitu hidrolase dan liase. Hidrolase memotong pada  
ikatan α-1,4 pektat polisakarida dengan cara hidrolisa. Sedangkan 
liase memotong dengan transeliminasi hidrogen pada  
posisi C4 dan C5. Pemecahan hidrolisa dan transeliminasi dapat 
berlangsung secara acak (endoenzim) atau hanya memutus bagian 
ujung (eksoenzim). 
Pembagian jenis enzim yang dihasilkan oleh mikroorganisme 
menurut Fogarty et al. (1983), bahwa enzim pektinase terbagi 
menjadi lima kelompok enzim. Enzim tersebut yaitu pektinesterase, 
endopoligalakturonase, pektin liase, poligalakturonase dan 
 
 
endopolimetilgalakturonatliase. Masing-masing enzim tersebut 
dihasilkan dari mikroorganisme yang berbeda-beda pula. Tabel 1 
menunjukkan beberapa jenis enzim yang dihasilkan oleh 
mikroorganisme. 
Tabel 1. Beberapa Jenis Enzim Pektinase dari Mikroorganisme 
 Jenis Enzim Mikroba 










Endopoligalakturonase Aspergillus niger I 
 





















Endopolimetilgalakturonatliase Penicillium digitatum 
  Penicillium italicum 
 Fogarty et al. (1983) 
 
 
Mikroorganisme yang paling utama digunakan untuk 
memproduksi enzim pektinase yaitu kapang. Terutama enzim-
enzim yang dihasilkan oleh kapang dari genus Aspergillus. 
Disamping Aspergillus niger, Satiawihardja (1982), menyebutkan 
kapang-kapang lain penghasil enzim pektinase yaitu Botrytis 
cinera, Botritys alii, Rhizopus aritici, Scelrotina spp., Fusarium spp., 
Aspergillus wenti, Asp. Chevalieri, Asp. Carbonarius, Pullularia 
spp., Mycoderma spp., Mucor spp., Tricoderma spp., Nigrospora 
spp., Hendersonia spp.. 
2. Produksi Enzim 
Proses produksi enzim yang banyak dilakukan saat ini 
adalah mengembangbiakkan mikroba penghasil enzim yang 
dikehendaki pada media tertentu kemudian di ekstraksi dan 
akhirnya dimurnikan. Ada beberapa keuntungan menggunakan 
mikroba sebagai penghasil enzim. Keuntungan itu antara lain, biaya 
produksi relatif ringan, dapat diproduksi dalam waktu yang tidak 
terlalu lama serta mudah untuk dikontrol. Pada prosses fermentasi 
mikroba dapat berkembang biak dengan cepat dan saat 
berkembang biak akan mengeluarkan cairan yang  
mengandung enzim, sehingga dapat makanan atau  
bahan-bahan lain di lingkungannya menjadi produk hasil fermentasi 
(Muchtadi et al., 1992). 
 
 
Mikroorganisme untuk memproduksi enzim harus memenuhi 
beberapa syarat. Mikroorganisme tersebut harus stabil, mempunyai 
produktivitas yang cukup tinggi, dan dapat tumbuh pada media 
yang tersedia. Selain itu mikroorganisme yang digunakan tidak 
menghasilkan senyawa toksik atau bebas dari aktifitas  
antibiotik (Boing, 1982). 
Said (1987) mengatakan, bahwa apabila sebuah galur 
mikroorganisme yang baik telah diperoleh parameter-parameter 
fermentasi harus diatur sampai titik optimal untuk memaksimumkan 
pertumbuhan dan produksi enzim. Di antara parameter yang 
penting adalah suhu, pH dan transfer oksigen. Hal penting lainnya 
yaitu zat gizi (nutrient) untuk mikroorganisme, khususnya senyawa 
yang mengandung karbon, fosfor dan garam-garam mineral. 
Menurut Casida (1968) enzim yang dihasilkan 
mikroorganisme berdasarkan lokasinya dibagi menjadi dua, yaitu 
endoseluler (intraseluler) dan eksoseluler (ekstraseluler). 
Endoseluler diproduksi didalam sel atau didalam membran 
sitoplasma dan tidak dikeluarkan pada lingkungannya. Sedangkan 
eksoseluler dikeluarkan pada lingkungan untuk mendegradasi 
substrat. Sintesa enzim eksoseluler yang mengkatalis pemecahan 
makromolekul menjadi molekul sederhana oleh mikroorganisme 




3. Pengaplikasian Enzim Pektinase 
Pektinase dapat dipakai untuk menjernihkan jus apel, 
ketimun, anggur, tomat, pisang, jambu biji dan pepaya. Disamping 
itu juga untuk menurunkan kekentalan, memudahkan penyaringan, 
mempercepat pengendapan sedimen, mempertahankan tekstur 
dan penampakan produk akhir, mempertinggi produksi sari buah 
dan memudahkan pengeluaran jus selama pengepresan 
(Satiawihardja, 1982). 
Fogarty et al. (1983) menyatakan, bahwa salah satu 
pemanfaatan enzim pektinase yaitu untuk mengawetkan kayu-kayu 
lunak untuk komersial seperti kayu  cemara. Pektinmetilesterase 
berfungsi untuk penghilangan gugus metil pektin teh, sehingga 
terbentuk partikel teh hitam keras dan mengkilap. Selain itu enzim 
pektinase sengaja ditambahkan untuk mengurangi tendensi 
terbentuknya buih. Enzim pektinase juga digunakan untuk retting 
serat-serat tekstil dari rami, goni dan tanaman-tanaman lain. 
B. Teknik Fermentasi 
1. Fermentasi Media Padat 
Produksi enzim dapat dilakukan dengan fermentasi. 
Fermentasi terbagi atas dua cara yaitu fermentasi padat (solid state 
fermentation) dan fermentasi cair (submerged fermentation). 
Proses produksi enzim pektinase secara komersial, umumnya 
 
 
dikakukan dengan cara fermentasi padat. Fermentasi media padat 
merupakan sistem fermentasi yang menggunakan media padat 
sebagai substrat dan tidak mengandung air bebas. Media padat ni 
berfungsi sebagai sumber karbon, nitrogen mupun sumber energi. 
Air yang terdapat dalam media biasanya dalam keadaan terserap 
atau dalam bentuk kompleks yang menyebabkan media padat 
menjadi lembab (Satyawiharja, 1982). 
Substrat pada fermentasi media padat dicampur dngn cairan 
yaitu air atau air dengan kandungan mineral tertentu yng 
menjadikan substrat menjadi semi padat. Substrat yang banyak 
digunakan sekarang ini biasanya dari limbah pertanian seperti 
dedak padi, ampas tapioka, ampas jagung, jerami padi, jerami 
gandum atau campuran limbah tersebut. Fermentasi padat 
umumnya memberikan substrat lebih banyak (20%-50% padatan). 
Selain itu, enzim yang dihasikan biasanya beragam. Cara 
fermentasi padat disukai untuk menghasilkan enzim  
ekstraseluler (Suhartono, 1989). 
Fermentasi media padat memiliki keuntungan diandingkan 
dengan fermentasimedia cair antara lain (1) menggunakan media 
alami yang sifatnya tunggal, (2) kontrol terhadap kontaminasi 
rendah, (3) persiapan inkulum lebih sederhana, (4) kondisi inkubasi 




dengan kepekatan yang lebih tinggi dan (6) aerasi optimum dari 
sistem lebih muda karena banyak ruangan yang terdapat antara 
partikel dari media (Satyawiharja, 1982). 
2. Kulit Kakao 
Kulit buah kakao merupakan limbah agroindustri yang 
dihasilkan tanaman kakao (Theobroma cacao L.). Buah coklat  
yang terdiri dari 74 % kulit buah, 2 % plasenta dan 24 % biji 
(Nasrullah, 1993). Pahlevi (1987) melalui penelitiannya 
mengungkapkan bahwa hasil analisa kimia kulit kakao yaitu kadar 
air 14.37%, total padatan 85.63%, lemak 0.32%, serat  
kasar 26.81% dan pektin 4.80%. kulit kakao mengandung 
kandungan pektin yang cukup tinggi yang dapat digunakan sebagai 
pengimbas(inducer), sehingga memungkingkan pemakaian kulit 
buah coklat sebagai salah satu media produksi enzim pektinase.  
3. Dedak Padi 
Dedak padi merupakan hasil ikutan penggilingan padi yang 
berasal dari lapisan luar beras pecah kulit dalam proses 
penyosohan beras. Proses pengolahan gabah menjadi beras akan 
menghasilkan dedak padi kira-kira sebanyak 10%. Dedak 
merupakan limbah dalam proses pengolahan gabah menjadi beras 
yang mengandung bagian luar beras yang tidak terbawa, tetapi 
tercampur pula dengan bagian penutup beras itu (Rasyaf, 1990). 
 
 
Satiawihardja (1984), melaporkan bahwa dedak padi 
merupakan media padat yang terbaik dalam menghasilkan enzim  
pektinase karena kandungan yang dimilikinya. Komposisi kimia 
dedak padi menurut Widyawati (1990) yaitu kadar  
protein 13,30%, kadar lemak 15,80% dan karbohidrat  
sebesar 50,80%.  
C. Mikroorganisme 
1. Kapang Aspergillus sp 
Umumnya kapang genus Aspergillus non patogenik digunakan 
dalam produksi enzim pektinse. Aspergillus niger  dan Aspergillus 
oryzae merupakan kapang non patogenik yang bersifat aerobik 
sehingga dalam pertumbuhannya butuh oksigen dalam jumlah yang 
cukup. Suhu optimum pertumbuhannya yaitu 37oC. Terdapat 23 jenis 
enzim yang dapat diidentifikasikan dari pertumbuhan Aspergillus 
oryzae dan 20 jenis enzim dari pertumbuhan Aspergillus niger. 
Beberapa strain secara komersial digunakan untuk menghasilkan 
asam sitrat, glukonat dan beberapa jenis enzim. Enzim yang dihasilkan  
antara lain amilase, pektinase, selulase, katalase, amiloglukosidase 
dan glukosa oksidase (Frazier et al., 1981). Pertumbuhan Kapang 







Temperatur berpengaruh langsung pada kecepatan 
pertumbuhan mikroorganisme, kecepatan sintesa enzim dan 
kecepatan inaktifasi enzim. Jamur pada umumnya tidak tahan 
terhadap temperatur tinggi. Temperatur terlalu tinggi dapat 
mengakibatkan proses pengeringan protein yang menyebabkan 
kematian sel, sedangkan temperatur yang terlalu rendah akan 
mengurangi aktifitas enzim hingga pertumbuhan mikroorganisme 
terganggu (Maciel dkk., 2008). 
b) Zat makanan (nutrien) 
Karbon adalah sumber nutrien utama yang diperlukan dalam 
pertumbuhan jamur. Aspergillus niger akan tumbuh dengan baik 
jika menggunakan glukosa, fruktosa, maltosa, sukrosa, xylosa dan 
manosa sebagai sumber karbonnya. Nutrien lain yang cukup 
memegang peranan penting adalah unsur nitrogen. Selama fase 
pertumbuhan, jamur menggunakan nitrogen dengan cepat dan 
pada periode ini enzim mulai terdapat di dalam media. Media untuk 
pertumbuhan pada umumnya memerlukan magnesium (Mg), Fosfor 
(P), kalium (K), sulfur (S), kalsium (Ca) dan khlor (Cl) sebagai 
komponen "essensial"nya. Unsur-unsur ditambahkan dalam bentuk 
garamnya dengan konsentrasi yang tepat. Kapang Aspergillus sp, 
khususnya Aspergillus niger dalam pertumbuhannya berhubungan 
dengan zat makanan (nutrien) yang terkandung dalam medium 
 
 
fermentasi. Molekul-molekul sederhana seperti glukosa yang 
terlarut dalam air yang terkandung pada sekeliling hifa, dapat 
langsung diserap oleh hifa. Senyawa-senyawa polimer seperti 
selulosa, pati dan protein harus diuraikan terlebih dahulu menjadi 
molekul yang lebih sederhana. Selanjutnya molekulmolekul 
sederhana tersebut diserap ke dalam sel dan digunakan sebagai 
substrat oleh enzim intraselular (Narasimha dkk., 2006). 
c) Kadar air 
Kadar Air merupakan faktor penting dalam proses sistem 
fermentasi padat karena variabel ini dapat berpengaruh pada 
pertumbuhan mikroorganisme, biosintesis, dan sekresi enzim. 
Kadar air yang rendah menyebabkan berkurangnya kelarutan 
nutrien di dalam substrat, derajat pertumbuhan rendah, dan 
tegangan air tinggi. Sedangkan level Kadar air yang lebih tinggi 
dapat menyebabkan reduksi porositas (jarak interpartikel) pada 
matriks padatan, sehingga menghalangi transfer oksigen. Moisture 
content yang optimal untuk pertumbuhan Kapang adalah 85% 







2. Pertumbuhan Mikroorganisme 
Setiap mikroorganisme mempunyai kurva pertumbuhan. 
Kurva pertumbuhan fungi mempunyai beberapa fase, antara lain  
fase lag, fase akselerasi, fase eksponensial, fase deselarasi, fase 
stasioner dan fase kematian. Fase-fase kehidupan mikroba dengan 
jelas dapat dilihat pada Gambar 1. 
 
Gambar 1. Fase-Fase Pertumbuuhan Mikroba 
Mikroorganisme akan melewati fase-fase kehidupan dimana 
setiap fase mempunyai ciri yang berbeda-beda. (1) fase lag, yaitu 
fase penyesuaian sel-sel dengan lingkungan pembentukan enzim-
enzim untuk mengurai substrat; (2) fase akselerasi, yaitu fase 
mulainya sel-sel membelah dan fase lag menjadi fase aktif; (3) fase 
eksponensial, merupakan fase perbanyakan jumlah sel yang 
sangat banyak, aktivitas sel sangat meningkat, dan fase ini 
merupakan fase yang penting bagi kehidupan fungi. Pada awal 
fase-fase ini kita dapat memanen enzim-enzim dan akhir pada fase 




























membelah, kita dapat memanen biomassa sel atau senyawa-
senyawa yang tidak lagi diperlukan oleh sel; (5) fase stasioner, 
yaitu fase jumlah sel yang bertambah dan jumlah sel yang mati 
relatif seimbang. Selanjutnya pada (6) fase kematian dipercepat, 
jumlah sel-sel yang mati lebih banyak daripada sel-sel yang masih 





III. METODE PENELITIAN 
A. Waktu dan Tempat 
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Januari 2013 sampai 
bulan Juni 2013 di Laboratorium MIkrobiologi Pangan dan Kimia 
Analisis dan Pengawasan Mutu, Program Studi Ilmu dan Teknologi 
Pangan, Jurusan Teknologi Pertanian, Fakultas Pertanian, Universitas 
Hasanuddin, Makassar. 
B. Alat dan Bahan 
Alat-Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah erlenmeyer, 
tabung reaksi, pipet volume, timbangan analitik, autoclave, lemari 
asam, desikator, refrigerator, shaker, hot plate, magnetic stirrer, pH 
meter, incubator, oven, oven blower, mikroskop, hemasitometer, 
sentrifuge. 
Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah kulit 
buah kakao, dedak padi, tepung beras, kultur jamur Aspergillus oryzae, 
Aspergillis niger, aquadest, aquadest double destilate, NaNO3, KH2PO4, 
MgSO4, KCl. CaCl2.2H2O, FeSO4.7H2O, larutan twin 80, HCl pekat, 
pektin apel, DNS (Dinitro Salisilat), kapas, kain saring, aluminium foil, 









C. Prosedur Penelitian 
1. Penyiapan Alat dan Bahan 
1.1. Pencucian dan Sterilisasi Alat 
1. Semua alat-alat gelas dibersihkan dengan sabun kemudian 
dicuci dengan air bersih. 
2. Alat-alat gelas yang telah dbersihkan kemudian dikeringkan 
dengan menggunakan tissue roll. 
3. Alat berupa tabung reaksi dan erlenmeyer ditutup dengan 
menggunakan kapas dan alumunium foil. Dan untuk pipet 
volume, dibungkus dengan kertas dan setelah itu, 
kemudian keseluruhan alat dimasukkan ke dalam autoclave 
untuk disterilkan pada tekanan 1 atm (121oC) selama 15 
menit. 
 
1.2. Pembuatan Media Kultur Jamur 
1. Ditimbang media PDA sebanyak 3 gr dan ditambahkan 
aquadest hingga volumenya mencapai 100 ml. 
2. Dipanaskan hingga media larut. 
3. Dimasukkan dalam tabung reaksi dengan tinggi 1/3 tinggi 
tabung lalu ditutup dengan kapas dan alumunium foil. 
4. Disterilkan di dalam autoclave pada tekanan 1 atm (121oC) 





2. Persiapan Bahan Penelitian 
2.1. Pengambilan Bahan Substrat Pertumbuhan Jamur 
Bahan substrat pertumbuhan jamur terdiri dari kulit 
buah kakao yang berasal dari limbah kakao perkebunan 
rakyat di Kabupaten Soppeng. Dedak padi berasal dari limbah 
hasil penggilingan padi rakyat di Daya, Makassar. Tepung 
beras berasal dari hasil penggilingan beras peneliti. 
 
2.2. Pengeringan Bahan Media Pertumbuhan Jamur 
1. Kulit buah kakao di potong menjadi empat bagian 
2. Dicuci dan direndam dengan air bersih selama 2 jam 
sebanyak 2 kali perendaman. 
3. Kulit buah kakao dikeringkan di oven blower pada suhu 
60oC sampai mencapai kadar air kesetimbangan. 
4. Selanjutnya kulit buah kakao di potong-potong kecil 
dengan ukuran kira-kira 1 X 1 cm. 
 
2.3. Analisa Awal Komposisi Substrat 
Kulit kakao yang telah dikeringkan, dianalisa komposisi 
awalnya. Analisa yang dilakukan meliputi kadar air, kadar 
protein dan total gula. Analisa yang dilakukan pada dedak 





3. Penyiapan Mikroba 
Mikroba yang digunakan adalah Aspergillus niger dan 
Aspergillus oryzae yang berasal dari laboratorium Mikrobiologi 
Pangan, Program Studi Ilmu dan Teknologi Pangan, Jurusan 
Teknologi Pertanian, Fakultas Pertanian, Universitas Hasanuddin, 
Makassar. 
 
3.1. Penyiapan Biakan Murni 
Aspergillus niger dan Aspergillus oryzae diremajakan 
dengan cara digores menggunakan jarum ose pada media 
agar miring PDA dan diinkubasi pada suhu 37oC selama 3x24 
jam. 
 
4. Produksi Enzim 
4.1. Pembuatan Media Produksi Enzim 
Medium produksi: kulit buah kakao, dedak padi, 
larutan mineral terdiri dari NaNO3 20 g/L air, KH2PO4 3 g/L air, 
MgSO4 0,5 g/L air, KCl 0,5 g/L air. CaCl2.2H2O 0,2 g/L air, 
FeSO4.7H2O 0,01 g/L air. semua bahan dimasukkan dalam  
Erlenmeyer volume 1000 ml, ditambahkan aquadest dan 
diaduk hingga homogen, lalu dipanaskan sesuai dengan 
variable A. pemanasan media dilakukan secara aseptis. 
Komposisi media  fermentasi dapat dilihat pada Tabel 2. 
 
 
Tabel 2. Komposisi Media Produksi Enzim 
Kulit Buah Kakao Dedak Larutan Mineral 
5 gr 2 gr 15 ml 
4.2. Penyiapan Suspensi Spora 
Suspensi spora disiapkan dengan menambahkan 
aquadest steril sebanyak 4 ml ke dalam media agar miring 
dan permukaan agar yang telah ditumbuhi spora jamur 
kemudian digosok secara perlahan dengan menggunakan 
jarum ose steril. Jumlah spora dihitung dengan menggunakan 
hemasitometer di bawah mikroskop (pembesaran 40 X 10). 
 
4.3. Produksi Enzim 
Larutan spora kemudian diinokulasi pada medium 
produksi sebanyak 1 ml dan diinkubasi pada suhu 37oC 
selama 72 (3X24) jam, kemudian kultur dihentikan. Selama 
fermentasi media berlangsung, dilakukan perhitungan berat 
kering kultur setiap 24 jam. 
 
5. Isolasi Enzim 
Pemanenan enzim dalam media fermentasi dilakukan 
dengan menghentikan proses fermentasi dengan 
menambahkan larutan tween 80 0,1% ke dalam media. 
Selanjutnya dikocok selama 15 menit dengan kecepatan 130 
 
 
rpm, kemudian di saring. Filtrat enzim  
hasil saringan disentrifuge dengan kecepatan 3000 rpm 
selama 10 menit. Filtrat yang mengandung enzim dimasukkan 
dalam botol tertutup dan disimpan dalam refrigerator pada 
suhu (-20)-(-40)oC. 
 
6. Uji Aktivitas Enzim 
Filtrate kultur jamur Aspergillus oryzae dan Aspergillus 
niger dilakukan pengujian aktivitas enzim pektinase. 
 
D. Perlakuan Penelitian 
1. Enzim pektinase yang diperoleh dari kultur Aspergillus niger  
A. Suhu dan Waktu Pemanasan Media 
A1= Pemanasan 121
oC selama 30 menit 
A2= Pemanasan 100
oC selama 60 menit 
A3= Pemanasan 100
oC selama 90 menit 
B. Lama Inkubasi 
B1= 24 jam 
B2= 48 jam 
B3= 72 jam 







2. Enzim pektinase yang diperoleh dari kultur Aspergillus oryzae 
A. Suhu dan Waktu Pemanasan Media 
A1= Pemanasan 121
oC selama 30 menit 
A2= Pemanasan 100
oC selama 60 menit 
A3= Pemanasan 100
oC selama 90 menit 
B. Lama Inkubasi 
B1= 24 jam 
B2= 48 jam 
B3= 72 jam 
B4= 96 jam 
 
E. Parameter Pengamatan 
Parameter pengamatan yang dilakukan pada penelitian ini 
adalah: 
1. Pengamatan awal substrat pertumbuhan mikroba yaitu kadar air, 
kadar protein, dan total gula. 
2. Aktivitas enzimatik. 
3. Perubahan berat substrat 
 
F. Pengolahan Data 
Pengolahan data dilakukan dengan Rancangan Acak Lengkap 
(RAL) pola faktorial dengan dua kali ulangan dan Petak-Petak Terbagi. 




Tabel 3. Perlakuan Penelitian  
 A1 (Pemanasan 121
oC 




selama 60 menit) 
 
A3 (Pemanasan 
100oC selama 90 
menit) 
 
B1 (24 jam) 
Pemanasan 121oC 
selama 30 menit + 
inkubasi 24 jam 
Pemanasan 100oC 
selama 60 menit + 
inkubasi 24 jam 
Pemanasan 100oC 
selama 90 menit + 
inkubasi 24 jam 
B2 (48 jam) 
Pemanasan 121oC 
selama 30 menit + 
inkubasi 48 jam 
Pemanasan 100oC 
selama 60 menit + 
inkubasi 48 jam 
Pemanasan 100oC 
selama 90 menit + 
inkubasi 48 jam 
B3 (72 jam) 
Pemanasan 121oC 
selama 30 menit + 
inkubasi 72 jam 
Pemanasan 100oC 
selama 60 menit + 
inkubasi 72 jam 
Pemanasan 100oC 
selama 90 menit + 
inkubasi 72 jam 
B4 (96 jam) 
Pemanasan 121oC 
selama 30 menit + 
inkubasi 96 jam 
Pemanasan 100oC 
selama 60 menit + 
inkubasi 96 jam 
Pemanasan 100oC 
selama 90 menit + 
inkubasi 96 jam 
 
 
G. Prosedur Analisa 
1. Kadar air (Sudarmadji dkk, 1997) 
a. Cawan kosong dikeringkan selama 15 menit dan didinginkan 
dalam desikator, kemudian ditimbang. 
b. Sampel ditimbang sebanyak 2 gram di dalam cawan. 
c. Cawan beserta isinya ditempatkan di dalam oven pada suhu 
100˚C-102˚C selama 6 jam. Hindarkan kontak antara cawan 
dengan dinding oven. 
d. Pindahkan cawan ke dalam desikator, lalu digunakan. Setelah 
dingin, timbang kembali.  
e. Keringkan kembali ke dalam oven sampai diperoleh berat yang 
tetap. Kadar air sampel dihitung dengan menggunakan rumus :  
 
 
Berat sampel setelah dikeringkan (gram) : W1 
Kehilangan berat (gram) : W2 
Persen kadar air (dry basis) : 
𝑊2
𝑊1
 × 100% 
2. Protein (Sudarmadji dkk, 1997) 
a. Pindahkan 10 ml susu atau larutan protein ke dalam Erlenmeyer 
125 ml dan tambahkan 20 ml aquadest dan 0,4 ml larutan jenuh 
(K-oksalat : Air = 1 : 3. Perhatian : K-oksalat beracun) dan 1 ml 
phenolphthalein 1%. Diamkan selama 2 menit. 
b. Titrasilah larutan contoh dengan 0,1 N NaOH sampai mencapai 
warna seperti warna standar dibawah ini, atau sampai warna 
merah jambu. 
c. Warna standar : 10 ml susu + 10 ml aquadest + 0,4 ml K-oksalat 
jenuh + 1 tetes 0,01% indicator rosanin – chlorida. 
d. Setelah warna tercapai, tambahkan 2 ml larutan  
formaldehid 40% dan titrasilah kembali dengan larutan NaOH 
sampai warna seperti warna standar tercapai. Catatlah titrasi 
kedua ini.  
e. Buatlah titrasi blanko yang terdiri dari : 20 ml aquades + 0,4 ml 
larutan K-oksalat jenuh + 1 ml indicator phenophtalein + 2 ml 
larutan formaldehid, dan titrasilah dengan larutan NaOH. 
f. Titrasi terkoreksi yaitu titrasi kedua dikurangi blanko merupakan 
titrasi formal. Untuk mengetahui % protein, harus dibuat 
 
 
percobaan serupa dengan menggunakan larutan yang telah 
diketahui kadar protein (misalnya dengan cara Kjeldahl). 
g. Kadar protein sampel dapat dihitung dengan rumus : 
% 𝑁 =  
𝑇𝑖𝑡𝑟𝑎𝑠𝑖 𝑓𝑜𝑟𝑚𝑜𝑙
𝐺 𝑏𝑎𝑕𝑎𝑛 × 10
 × 𝑁𝑎𝑂𝐻 × 14.008 
3. Total Gula Metode Luff Schrool (Sudarmadji dkk., 1997) 
a. Ditimbang 0,5 gram sampel ke dalam tabung reaksi 50 ml 
bertutup. 
b. Ditimbang 40 ml HCl 3% kemudian direbus dalam air mendidih 
selama 3 jam. 
c. Didinginkan kemudian ditambahkan 2 tetes indicator 
Phenolphtalin (PP), kemudian ditambahkan NaOH 30% tetes 
demi tetes hingga netral (larutan berubah warna menjadi merah 
muda). 
d. Diteteskan sedikit HCl 3% hingga warna kembali seperti semula. 
e. Dituangkan ke dalam labu ukur 250 ml sambil dibilas dengan air 
hingga tanda garis, kemudian disaring. Hasil saringannya dipipet 
sebanyak 1 ml ke dalam Erlenmeyer 250 ml. 
f. Ditambahkan 10 ml larutan Luff Schrool dengan pipet gondok dan  
25 ml air suling dan beberapa butir batu didih. 
g. Dipanaskan memakai pendingin tegak, diusahakan mendidih 
dalam 3 menit kemudian didihkan terus selama 10 menit. 
h. Dinginkan cepat 
 
 
i. Setelah dingin tambahkan 10 ml larutan KI 20% dan 15 ml H2SO4 
25% perlahan-lahan. 
j. Ditetesi secepatnya larutan tio 0,1 N dengan kanji 0,5% sebanyak 
5 ml sebagai indicator. Titrasi bereaksi ketika warna baru berubah 
menjadi warnah putih susu (a ml). 
k. Buat uji blanko (35ml air suling + 10 ml larutan Luff Schrool + 
beberapa butir batu diidh dalam Erlenmeyer). Didihkan selama 10 
menit pakai pendingin tegak. 
l. Didihkan cepat kemudian tambah 10 ml larutan KI 20% dan 15ml 
H2SO4 25%, titrasi dengan Tio 0,1 N (pakai indicator kanji)  
= (b ml). 
N dihitung dengan perhitungan : 
Selisish antara pentera blanko = b ml dengan pentera contoh a ml 




𝑃 𝑋 𝑚𝑔  𝐺𝑙𝑢𝑘𝑜𝑠𝑎  𝑋 𝑁
𝑚𝑔  𝑆𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙
 𝑋 100% 
P = pengenceran =
250
10






a. Pembuatan Kurva Standar Reaksi Enzimatis 




Larutan standar dibuat dari glukosa yang dilarutkan dalam 
buffer asetat pH 5  dengan konsentrasi bervariasi yaitu 0,01%; 
0.02%; 0.03%; 0,04%; 0,05% dan 0,06%. Larutan glukosa 
tersebut dimasukkan ke dalam tabung reaksi sebanyak 1 ml dan 
ditambahkan aquades sebanyak 0,1 ml serta 0.4 ml buffer asetat 
pH 5 dan diinkubasi pada suhu 45°C selama 20 menit. Kemudian 
ditambahkan pereaksi DNS sebanyak 0,3 ml ke dalam tabung 
reaksi. Campuran tersebut dipanaskan pada suhu 100°C selama 
5 menit, lalu didinginkan pada suhu ruang. Warna yang terbentuk 
diukur menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 
540 nm. 
b. Analisis Aktivitas Enzim (Carranco et al. 1997 dalam Makky 2009) 
Cairan ekstrak enzim 0,1 ml dicampur dengan 0.5 ml pektin 1% dan 
0.4 ml buffer asetat pH 5 dan diinkubasi pada suhu 45°C selama 
20 menit. Setelah inkubasi, gula reduksi yang dihasilkan diukur 
dengan metode DNS menggunakan spektrofotometer pada 
panjang gelombang 540 nm. Sampel yang telah dipanaskan 
untuk iinaktifkan digunakan sebagai blanko. Aktivitas enzim 
didefinisikan sebagai jumlah enzim yang mengkatalisis 
pembentukan 1 μmol asam galakturonat selama pengujian. 
c. Analisa Aktivitas Enzim Endopoligalakturonase 
Buah pepaya dibuat jus atau bubur buah. Setelah itu dilakukan 
penyaringan dengan kain saring. Hasil saringan kemudian 
 
 
ditambahakan air dengan perbandingan jus dan air 1:2. Diambil 
100 ml jus kemudia ditambahkan 1 ml larutan enzim setelah itu  
dihomogenkan dengan stirer selama 60 menit. Dilakukan 
penyaringan jus dengan kertas saring kemudian dilakukan 
pengukuran absorbansi dengan panjang gelombang 520nm. 
 
d. Analisis Aktivitas Enzim Pektat Liase (Collmer, et al., 1998) 
Cairan ekstrak enzim 0.25 ml ditambahkan aquades 0.25 ml, 
kemudian dimasukkan dalam 2 ml larutan yang terdiri dari 0.24% 
substrat pektin apel dalam buffer Tris-HCl (0.05 M, pH 8) dengan 
0.5 ml CaCl2 (1 mM). Inkubasi dilakukan pada suhu 37°C selama 
10 menit. Peningkatan absorbansi dilakukan dengan 
spektrofotometer UV-VIS pada panjang gelombang 235 nm. 
Dilakukan pengukuran absorbansi setiap 2 menit, 4 menit, 6 
menit, 8 menit dan 10 menit.  
 
 
Kultur kapang Aspergillus niger 
and Aspergillus oryzae
Inokulasi pada media PDA 
(agar miring) 
3 x 24 jam
Penambahan Aquadest 
steril
3 ml (Aspergillus niger)
4 ml (Aspergillus oryzae)
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Inkubasi selama 96 jam
Ekstraksi kultur dengan 
larutan tween 80, 0,1%












Suhu dan Waktu Pemanasan:
A1: Suhu 121oC selama 30 menit
A2: Suhu 100oC selama 60 menit
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IV. HASIL DAN PEMBAHASAN 
A. Penelitian Pendahuluan 
Penelitian pendahuluan meliputi beberapa tahap yaitu analisa 
awal komposisi substrat yaitu kulit kakao dan dedak padi, penambahan 
air mineral pada media fermentasi, penyiapan kultur, pembuatan 
suspensi spora Kapang (Aspergillus niger dan Aspergillus oryzae) dan 
perhitungan spora kapang. Analisa awal substrat dimaksudkan untuk 
mengetahui kondisi substrat sehingga dapat disesuaikan dengan 
lingkungan yang baik nagi pertumbuhan Kapang (Aspergillus niger dan 
Aspergillus oryzae). 
Analisa kulit buah kakao dan dedak padi bertujuan untuk 
mengetahui kandungan mineral yang terdapat dalam substrat. Sebab 
kandungan mineral tersebut akan sangat bermanfaat bagi 
mikroorganisme dalam hal ini Kapang untuk memproduksi enzim. 
Analisa yang dilakukan pada media pertumbuhan yaitu analisa kadar 
air, total gula dan protein. Kadar air kulit buah kakao yaitu 19% dan 
pada dedak padi yaitu 11%. Analisa total gula diperoleh hasil yaitu 
untuk kulit kakao sebesar 2,61% dan dedak padi sebesar 3,45%. Kulit 
buah kakao yang digunakan sebagai media pertumbuhan atau substrat 
mempunyai kandungan protein yang lebih rendah daripada kandungan 
protein pada dedak padi. Kandungan protein kulit kakao  
yaitu 7,78% sedangkan kandungan protein pada dedak padi  
yaitu 13,91%. Akan tetapi kulit kakao mengandung sumber karbon 
 
 
yang cukup tinggi yang dapat dimanfaatkan dalam proses 
pertumbuhan dan produksi enzim. Selain sumber karbon pada kulit 
kakao juga mengandung pektin yang dapat digunakan sebagai 
substrat untuk menghasilkan enzim pektinase. Hal ini sesuai dengan 
(Pahlevi, 1987), bahwa hasil analisa kulit buah kakao menunjukkan 
bahwa dalam kulit buah kakao mengandung 4,80% pektin. Hasil 
analisa awal media atau substrat dapat dilihat pada Tabel 4. 
Tabel 4. Hasil Analisa Awal Substrat 
Substrat 
Hasil Analisa (%) 
Kadar 
Air 
Total Gula Protein Pati 
Kulit Kakao 19 2.61≈5.74grC 7.78≈2.45grN 11.86≈26.09grC 
Dedak Padi 11 3.45≈3.04grC 13.91≈0.34grN 29.45≈25.9grC 
 
Penelitian pendahuluan selanjutnya yaitu penambahan air 
mineral pada media fermentasi. pada penelitian pendahuluan diperoleh 
penambahan air mineral yang tetat yaitu sebesar 15 ml, setelah 
sebelumnya dilakukan percobaan penambahan air mineral  
sebasar 5 ml, 10 ml, 15 ml dan 20 ml. Penambahan air mineral 
sebesar 15ml diperoleh hasil yaitu media pertumbuhan tidak terlalu 
kering maupum terlalu basah. Pada permukaan media tidak terdapat 
air permukaan yang menandakan bahwa semua air sudah terserap 
masuk ke dalam media atau dengan kata lain sudah tidak ada lagi air 
bebas, media yang pada awalnya kering menjadi lembab. Keadaan 
media yang seperti ini sudah dapat digunakan untuk proses fermentasi 
media padat. Hal ini sesuai dengan Satyawiharja (1982), bahwa  
fermentasi media padat merupakan sistem fermentasi yang 
 
 
menggunakan media padat sebagai substrat dan tidak mengandung 
air  bebas.  Air yang terdapat dalam media biasanya dalam keadaan 
terserap atau dalam bentuk kompleks yang menyebabkan media padat 
menjadi lembab. 
Penyiapan kultur spora Kapang Aspergillus niger dan 
Aspergillus oryzae dilakukan pada media PDA. Kapang Aspergillus 
niger dan Aspergillus oryzae sebelumnya dirremajakan terlebih dahulu 
dengan cara digores pada media agar miring PDA dan diinkubasi pada 
suhu 370C selama 72 jam (3 x 24 jam). Setelah inkubasi (3 x 24 jam) 
kultur harus segera digunakan. Hal ini dimaksudkan agar dalam proses 
produksi enzim dapat menghasilkan enzim yang baik dengan 
menggunakan kultur yang masih baru. Menggunakan kultur yang baru 
dimaksudkan untuk mengurangi adanya kontaminasi sebab kultur yang 
disimpan terlalu lama memungkinkan kontaminasi apabila 
penyimpanan kultur kurang baik. 
Larutan spora yang digunakan untuk produksi enzim terlabih 
dahulu harus diketahui jumlah spora Kapang (Aspergillus niger dan 
Aspergillus oryzae) yang terdapat didalamnya. Dalam proses produksi 
enzim jumlah spora kapang yang digunakan yaitu  
minimal 106 spora/ml. Jumlah tersebut haruslah terdapat  media 





larutan spora diperoleh hasil yaitu untuk larutan spora Aspergillus niger 
perlu ditambahakan 3 ml aquadest steril sedangkan pada larutan spora 
Aspergillus oryzae perlu ditambahkan 4 ml aquadest steril.  
B. Penelitian Pendahuluan 
1. Aktivitas Enzim 
1.1 Aktivitas enzim exopoligalakturonase Aspergillus niger 
Penelitian utama yaitu untuk mengetahui aktivitas 
enzimatik dari enzim exopoligalakturonase yang dihasilkan oleh 
Kapang Aspergillus niger dan Aspergillus oryzae yang 
ditumbuhkan pada media kulit buah kakao dan dedak padi 
dengan berbagai macam suhu dan lama pemanasan substrat 
(121oC selama 30 menit, pemanasan 100oC selama 60 menit 
dan pemanasan 100oC selama 90 menit) serta waktu inkubasi 
substrat (24 jam, 48 jam, 72 jam dan 96 jam) yang berbeda-





Gambar 4. Hubungan Suhu dan Waktu Pemanasan Media serta 
Waktu Inkubasi terhadap Aktivitas Enzim 
Exopoligalakturonase  
Grafik aktivitas enzim yang diperoleh dengan 
menginteraksikan suhu waktu pemanasan substrat serta waktu 
inkubasi menunjukkkan bahwa aktivitas enzim 
exopoligalakturonase tertinggi yang diproduksi oleh kapang 
Aspergillus niger yaitu pada suhu sterilisasi substrat 121˚C 
selama  30 menit dan waktu inkubasi 96 jam sebesar 7,25 mg 
pektin/ml enzim/menit/ gr berat kering kultur. Aktivitas enzim 
exopoligalakturonase tertinggi untuk kapang Aspergillu oryzae 
yaitu pada suhu sterilisasi substrat 121˚C 30 menit untuk waktu 
















































































Suhu (˚C) dan Waktu Pemanasan (menit)
Ao : Aspergillus oryzae 
An : Aspergillus niger 
 
 
Hasil analisa sidik ragam menunjukkan bahwa perlakuan 
suhu dan waktu pemanasan substrat, waktu inkubasi dan 
interaksi keduanya berpengaruh sangat nyata terhadap aktivitas 
enzim yang dihasilkan dari kapang Aspergillus niger  dan 
Aspergillus oryzae pada taraf 1%. 
Hasil uji lanjut BNJD, untuk Kapang Aspergillus niger 
pada taraf 5% (Lampiran 3c) menunjukkan nilai yang berbeda 
tidak nyata pada suhu 100˚C 60 menit dan suhu 100˚C 90 menit 
sedangkan untuk suhu 121˚C 30 menit memiliki nilai yang 
berbeda nyata dengan suhu lainnya. Pada taraf 1%  
(Lampiran 3c) menunjukkan nilai yang berbeda nyata  untuk 
suhu 100˚C selama 90 menit dan 121˚C selama 30 sementara  
pada suhu 100˚C selama 60 menit dan suhu 100˚C selama 90 
menit menunjukkan nilai yang berbeda  tidak nyata. Uji lanjut 
BNJD Kapang Aspergillus oryzae pada taraf 5% dan 1% 
(Lampiran 5c) menunjukkan nilai yang berbeda tidak nyata pada 
suhu pemanasan 100˚C 60 menit dan suhu 100˚C 90 menit. 
Sedangkan untuk suhu pemanasan 121˚C 30 menit 
menunjukkan nilai yang berbeda nyata dengan perlakuan 
lainnya. 
Aktivitas enzim exopoligalakturonase dipengaruhi oleh 
suhu dan waktu pemanasan substrat yang diberikan kepada 
media fermentasi. perlakuan suhu mempunyai beberapa tujuan, 
 
 
salah satunya yaitu untuk melunakkan bahan sehingga dapat 
digunakan dengan baik oleh mikroorganisme selama 
fermentasi. Aktivitas tertinggi untuk enzim exopoligalakturonase 
berdasarkan grafik diatas menunjukkan bahwa aktivitas enzim 
tertinggi yang diproduksi oleh Aspergillus niger dan Aspergillus 
oryzae terdapat pada suhu 121oC selama 30 menit. Pada suhu 
pemanasan yang lain masing-masing memiliki aktivitas tertinggi 
tetapi dibandingkan dengan ketiga perlakuan, suhu 121oC 
selama 30 menit yang aktivitas enzimnya  paling tinggi. 
Berdasarkan hasil tersebut maka dapat disimpulkan bahwa 
suhu yang tinggi akan mempengaruhi aktivitas enzim. Semakin 
tinggi suhu maka substrat akan terdegradasi atau terurai 
dengan baik, sehingga mikroorganisme dapat memanfaatkan 
substrat tersebut untuk pertumbuhannya. Hal ini sesuai dengan 
Said (1987), bahwa untuk memaksimalkan pertumbuhan 
produksi lainnya, salah satu hal yang tidak boleh dilupakan yaitu 
nutrisi untuk mikroorganisme, khususnya senyawa yang 
mengandung karbon, fosfor dan garam-garam mineral. 
Hasil aktivitas enzim berdasarkan grafik diatas 
menunjukkan bahwa hasil aktivitas tertinggi untuk kapang 
Aspergillus niger dan Aspergillus oryzae diperoleh untuk waktu 
inkubasi 96 jam Hal ini menunjukkan bahwa pada waktu 
inkubasi 96 jam mikroorganisme aktif dalam menghasilkan 
 
 
enzim, hal inilah yang menyebabkan aktivitas enzim pada waktu 
inkubasi tersebut tinggi. Untuk jenis kapang khususnya 
Aspergillus niger umumnya menghasilkan enzim pada saat fase 
pasca eksponensial yaitu pada saat waktu inkubasi 4 hari (96 
jam). Menurut Abdul dkk. (1995), umumnya produksi enzim 
mengikuti pola pertumbuhan mikroorganisme yang mengalami 
beberapa fase pertumbuhan yaitu fase adaptasi, fase 
eksponensial, fase stasioner, dan fase kematian. 
 
1.2 Enzim Endopoligalakturonase 
Enzim  pektinase yaitu endopoligalakturonase yang 
dihasilkan oleh kapang Aspergillus niger dan Aspergillus oryzae  
yang ditumbuhkan dalam 5 gram substrat kulit kakao  
dan 2 gram dedak padi yang masing-masing diberi perlakuan 
pemanasan yaitu 121oC selama 30 menit,  
pemanasan 100oC selama 60 menit dan  
pemanasan 100oC selama 90 menit. 
Enzim pektinase sangat banyak manfaatnya, khususnya 
dalam industri makanan dan minuman. Dalam industri minuman 
enzim pektinase dimanfaatkan dalam pemurnian jus. Enzim 
pektinase dapat digunakan dalam menjernihkan jus apel, 
ketimun, anggur, tomat, pisang, jambu dan pepaya 
(Satiawihardja, 1982). Enzim yang pektinase yang dihasilkan 
dalam produksi enzim ini salah satunya yaitu enzim 
 
 
endopoligalakturonase. Enzim endopoligalakturonase 
menyebabkan adanya penurunan viskositas. Penurunan 
viskositas ini dapat dibuktikan dengan melakukan penjernihan 
jus pepaya. Jus pepaya yang telah ditambahkan ekstrak enzim 
mengendap pada menit ke-60.  Pada saat menit ke-60 sudah 
terlihat endapan, sudah terlihat perbedaan warna antara dasar 
wadah dengan permukaan wadah. Hasil pengukuran atau 
absorbansi yang deperoleh dari pengukuran dengan panjang 
gelombang 520 nm akan menunjukkan tingkat kejernihan jus. 
Penurunan nilai absorbansi jus pepaya disajikan pada  
Gambar 5. 
 
Gambar 5. Aktivitas Enzim Endopoligalakturonase terhadap 
Absorbansi Jus Pepaya dari Berbagai Umur Kultur 

















A1B1 (121˚C 30 
Menit, Aspergillus 
niger)
A2B1 (100˚C 60 
Menit, Aspergillus 
niger)
A3B1 (100˚C 90 
Menit, Aspergillus 
niger)
A1B2 (121˚C 30 
Menit, Aspergillus 
oryzae)
A2B2 (100˚C 60 
Menit, Aspergillus 
oryzae)





Grafik diatas menunjukkan bahwa terjadi perbedaan dari 
hasil absorbansi antara kontrol dengan jus yang ditambahakan 
ekstrak enzim. Nilai absorbansi untuk jus(kontrol)  
sebesar 0.49. Hasil penelitian menunjukkan bahwa nilai 
absorbansi dari jus menurun dan aktivitas terendah pada 
penambahan enzim dengan umur kultur 96 jam. Nilai 
absorbansi terendah yang terbaca (0.216) pada jus pepaya 
yang diberi perlakuan enzim dari Aspergillus niger, yang 
ditumbuhkan pada media hasil sterilisasi pada suhu 121oC 
selama 30 menit, sedangkan untuk kapang Aspergillus oryzae 
nilai absorbansi yang terbaca (0,348) yang ditumbuhkan pada 
media hasil sterilisasi pada suhu 121oC selama 30 menit. 
Absorbansi dari jus (kontrol) lebih tinggi dikarenakan dalam 
jus tersebut tidak ditambahkan enzim yang akan memecah 
pektin yang terkandung didalamnya. Didalam jus pepaya 
maupun jus buah lainnya yang mengandung pektin, umumnya 
penyebab kekeruhan karena adanya pektin (polimer asam 
galakturonat). Hal ini sesuai dengan Glicksman (1969), bahwa 
pektin pada umumnya terdiri dari senyawa karbohidrat. 
Senyawa utamanya adalah poligalakturonat yang terdiri dari unit 
galakturonat. Ketika jus diberi larutan enzim pektinase 




diputus sehingga molekul poligakturonat berubah menjadi lebih 
sederhana dan mengendap ke bawah. Ketika terjadi proses 
pengendapan maka jus akan menjadi lebih jernih.  
 
1.3 Enzim Pektat Liase 
Enzim pektat liase yang dihasilkan pada penelitian ini 
diperoleh dari kultur Aspergillus niger dan Aspergillus oryzae. 
Sama halnya dengan enzim exopoligalakturonase dan 
endopoligakturonase, kedua jenis kapang juga ditumbuhkan 
pada media substrat yang terdiri dari kulit buah kakao dan 
dedak padi (5:2). Sebelum diinokulasi dengan spora kapang 
terlebih dahulu disterilisasi pada suhu berbeda yang masing-
masing 121oC selama 30 menit, 100oC selama 60 menit dan 
100oC selama 90 menit. Hubungan suhu dan waktu pemanasan 
serta waktu unkubasi terhadap aktivitas enzim pektat liase 






Gambar 6. Hubungan Suhu dan Waktu Pemanasan Media serta 
Waktu Inkubasi terhadap Aktivitas Enzim Pektat 
Liase 
 
Grafik aktivitas enzim yang diperoleh dengan 
menginteraksikan suhu waktu pemanasan substrat serta waktu 
inkubasi menunjukkkan bahwa aktivitas enzim pektat liase 
tertinggi yang diproduksi oleh kapang Aspergillus niger yaitu 
pada suhu sterilisasi substrat 121˚C 30 menit dan waktu  
inkubasi 96 jam sebesar 3,47 mg pektin/ml enzim/menit/gr berat 
kering kultur. Aktivitas enzim pektat liase tertinggi untuk kapang 
Aspergillu oryzae yaitu pada suhu sterilisasi  
substrat 121˚C 30 menit untuk waktu inkubasi 96 jam  














































































Suhu (˚C) dan Waktu Pemanasan (menit)
Ao : Aspergillus oryzae 
An : Aspergillus niger 
 
 
Hasil analisa sidik ragam menunjukkan bahwa perlakuan 
suhu dan waktu pemanasan substrat, waktu inkubasi kultur dan 
interaksi keduanya berpengaruh sangat nyata terhadap aktivitas 
enzim  yang dihasilkan dari kapang Aspergillus niger  pada taraf 
1% (Lampiran 6b). Sedangkan aktivitas enzim yang dihasilkan 
oleh kapang Aspergillus oryzae menunjukkan bahwa perlakuan 
waktu inkubasi substrat berpengaruh sangat nyata pada taraf 
1% (Lampiran 7b). 
Hasil uji lanjut BNJD  terhadap aktivitas enzim yang 
dihasilkan dari kapang Aspergillus niger pada taraf 5% dan 1% 
(Lampiran 6c) menunjukkan nilai yang berbeda nyata untuk 
setiap perlakuan suhu dan waktu pemanasan yang diberikan. 
Aktivitas enzim pektinase yang diperoleh dari substrat yang 
disterilkan dengan suhu dan waktu pemanasan berbeda 
memberikan hasil yang berbeda pula untuk kedua kapang 
(kapang Aspergillus niger dan Aspergillus oryzae). Suhu 
sterilisasi pada proses produksi enzim akan mempengaruhi 
aktivitas enzim yang dihasilkan. Hal ini disebabkan karena suhu 
menyebabkan terjadinya dekomposisi substrat sehingga 
substrat dapat terurai dengan baik.  Dengan terurainya substrat 
maka mikroorganisme akan mudah dalam memanfaatkannya 
untuk pertumbuhan dan memproduksi enzim. Hal ini sesuai 
dengan Said (1987), bahwa untuk memaksimalkan 
 
 
pertumbuhan produksi lainnya, salah satu hal yang tidak boleh 
dilupakan yaitu nutrisi untuk mikroorganisme, khususnya 
senyawa yang mengandung karbon, fosfor dan garam-garam 
mineral. 
Hasil uji lanjut BNJD terhadap aktivitas enzim yang 
diproduksi oleh kedua jenis kapang  pada taraf 5% dan 1%  
(Lampiran 6d dan 7c) menunjukkan nilai yang berbeda nyata 
untuk waktu inkubasi 96 jam terhadap perlakuan lainnya. Grafik 
menunjukkan bahwa aktivitas tertinggi dari enzim yang 
diproduksi oleh Aspergillus oryzae pada waktu inkubasi 96 jam 
yaitu pada perlakuan suhu 121˚C 30 menit dan 100˚C 60 menit. 
Sedangkan untuk suhu 100˚C 90 menit, aktivitas tertinggi pada 
waktu inkubasi 48 jam.  Aktivitas tertinggi dari enzim yang 
diproduksi oleh Aspergillus niger pada waktu inkubasi 96 jam 
yaitu pada perlakuan suhu 121˚C 30 menit dan 100˚C 60 menit. 
Sedangkan untuk perlakuan suhu 100˚C 90 menit, aktivitas 
tertinggi pada waktu inkubasi 72 jam. 
Waktu inkubasi kultur mempengaruhi aktivitas optimum 
dari enzim yang dihasilkan oleh kapang Aspergillus niger dan 
Aspergillus oryzae. Adanya perbedaan waktu inkubasi terhadap 
aktivitas tertinggi dari enzim yang diproduksi menunjukkan 
bahwa enzim diproduksi bersamaan dengan waktu 
mikroorganisme aktif membelah atau tumbuh. Setelah aktivitas 
 
 
optimum tercapai maka akan terjadi penurunan aktivtas. Hal ini 
dapat dipengaruhi oleh ketersedian substrat yang telah habis. 
Selain itu dapat pula dipengaruhi oleh penghambatan produk. 
Produk yang telah terbentuk menyebabkan mikroorganisme ulit 
untuk bekerja sehingga aktivitasnya menurun. Hal ini sesuai 
dengan Satyawihardja (1982), bahwa penurunan aktivitas dapat 
pula dipengaruhi oleh adanya penghambatan dari produk yang  
telah dihasilkan. 
Proses analisa enzim melalui beberapa tahap, 
diantaranya yaitu waktu inkubasi. Pada analisa aktivitas enzim 
pektat liase dilakukan variasi waktu pengukuran aktivitas untuk 
mengetahui aktivitas enzim pada waktu-waktu tertentu. Dalam 
penelitian ini dilakukan pengukuran waktu hidrolisa yaitu pada 
waktu 2 menit, 4 menit, 6 menit, 8 menit dan 10 menit. Aktivitas 






Gambar 7. Pengaruh Waktu Pengukuran Aktivitas  terhadap 
Aktivitas Enzim Pektat liase   
 
Grafik waktu pengukuran aktivitas menunjukkan bahwa 
aktivitas enzim  tertinggi terdapat pada pengukuran aktivitas 
enzim 2 menit pertama dari Kapang Aspergillus niger dan 
Aspergillus oryzae. Aktivitas tertinggi oleh enzim yang 
diproduksi dari Aspergillus niger yaitu sebesar 2,2 gr pektin/ml  
enzim/menit/gr berat kering, sedangkan aktivitas tertinggi untuk 
enzim yang diproduksi dari Aspergillus oryzae yaitu 1,51 gr 
pektin/ml enzim/menit/gr berat kering.  
Hasil analisa sidik ragam menunjukkan bahwa perlakuan 
waktu pengukuran aktivitas berpengaruh sangat nyata 
(Lampiran 6b dan 7b) terhadap aktivitas enzim yang diproduksi 
oleh kapang Aspergillus niger dan Aspergillus oryzae pada  






















































Hasil uji lanjut BNJD untuk kapang Aspergillus niger dan 
Aspergillus oryzae pada taraf 5% dan 1% (Lampiran 6f san 7e) 
menunjukkan nilai yang berbeda nyata untuk setiap perlakuan 
waktu pengukuran aktivitas enzim.  
Hasil yang diperoleh dari grafik menyatakan bahwa waktu 
pengukuran aktivitas berpengaruh terhadap aktivitas enzim 
yang dihasilkan. Semakin lama waktu inkubasi maka akan 
semakin rendah aktivitas yang dihasilkan. Aktivitas tertinggi 
diperoleh pada waktu 2 menit pertama dan aktivitas terendah 
pada saat waktu inkubasi 10 menit. Hal ini menunjukkan bahwa 
pada produk yang dihasilkan pada saat awal aktivitas menjadi 
inhibitor terhadap aktivitas enzim selanjutnya. Aktivitas enzim 
yang menurun dapat pula disebabkan karena adanya produk 
enzim yang mengalami kerusakan atau degradasi lebih lanjut 
setelah terbentuk. Produk enzim tersebut bisa saja berasal dari 
hasil produk dari enzim lain, sebab dalam fermentasi media 
padat enzim yang dihasilkan merupakan enzim kasar atau 
enzim yang dihasilkan beragam. Hal ini sesuai dengan 
Suhartono (1989), bahwa fermentasi media padat menghasilkan 
enzim yang seragam. Sehingga dengan adanya hasil enzim 
campuran, perlu diperhatikan kemungkinan dari penghambatan 





2. Perubahan Berat Substrat 
Berat substrat atau dapat pula disebut berat kering media 
fermentasi diukur setiap 24 jam selama 96 jam. Berat kering diukur 
melalui proses pengovenan substrat atau media setelah enzim 
diekstrak. Substrat atau media diovenkan pada suhu 1050C. Hasil 
pengukuran berat substrat terhadap aktivitas enzim 
(endopoligalakturonase, exopoligalakturonase dan pektat liase) 
dapat dilihat pada Gambar 8, Gambar 9 dan Gambar 10. 
 
Gambar 8. Grafik Hubungan Evolusi Berat Kering terhadap 

































































































Gambar 9. Grafik Hubungan Evolusi Berat Kering terhadap 




Gambar 10. Grafik Hubungan Evolusi Berat Kering terhadap 
Aktivitas Enzim Pektat Liase 
 
Pertumbuhan Kapang Aspergillus niger dan  Aspergillus 
oryzae harus ditunjang dengan faktor lingkungan yang baik. Salah 
satu faktor yang penting yaitu kadar air. Kadar air erat kaitannya 





















































































































































kadar air. Berdasarkan penelitian yang dilakukan menunjukkan 
bahwa berat kering yang dihasilkan rendah. Rendahnya berat 
kering menunjukkan bahwa kadar air yang tinggi. Berat kering 
kultur terendah dari Aspergillus niger sebesar 27% dan Aspergillus 
oryzae sebesar 29%. Berdasarkan hasil tersebut maka kadar air 
yang diperoleh yaitu 70-85%. Dengan kadar air yang tinggi maka 
akan menunjunjang pertumbuhan Kapang yang biasanya menyukai 
kadar air yang tinggi. Hal ini sesuai dengan Giselle et al. (2008), 
kadar air yang optimal untuk pertumbuhan kapang 
adalah 85%. 
Grafik hubungan evolusi berat kering terhadap aktivitas 
enzim menunjukkan bahwa semakin bertambahnya aktivitas enzim 
maka berat kering semakin menurun. Semakin meningkatnya 
aktivitas enzim menunjukkan bahwa mikroorganisme semakin aktif 
bekerja. Pada grafik diatas aktivitas tertinggi untuk setiap jenis 
enzim terdapat pada waktu inkubasi 96 jam dan berat kering paling 
rendah pada waktu inkubasi 96 jam. Hal ini menunjukkan bahwa 
pada saat aktivitas tertinggi mikroorganisme menggunakan lebih 
banyak senyawa-senyawa atau molekul-molekul yang terdapat 
dalam substrat. Karena pada inkubasi 96 jam merupakan aktivitas 
tertinggi maka berat kering yang dihasilkan juga semakin rendah 
sebab semakin banyak senyawa-senyawa yang telah dipecah oleh 
mikroorganisme. Molekul-molekul sederhana yang terdapat pada 
 
 
substrat seperti gula dapat langsung digunakan. Akan tetapi untuk 
senyawa yang berbentuk kompleks harus dilakukan pemecahan 
terlebih dahulu sebelum dapat digunakan. Hal ini sesuai dengan 
pendapat Mirwandhono (2004), kehilangan berat kering selama 
fermentasi dikarenakan proses konversi bahan oleh aktivitas 
kapang untuk pertumbuhannya, bahan kering yang dikonversi oleh 
kapang diubah menjadi energi dan hasil lainnya  




V. KESIMPULAN DAN SARAN 
A. Kesimpulan  
1. Aktivitas tertinggi dari eksoopoligalakturonase yang diproduksi oleh 
A. niger sebesar 7,25 mg pektin/ml enzim/menit/gr berat kering 
kultur  dan A. oryzae sebebsar 5,42 mg pektin/ml enzim/menit/gr 
berat kering kultur. Nilai absorbansi terendah untuk proses 
penjernihan jus pada penambahan enzim dengan umur kultur 96 
jam yaitu 0,216. Aktivitas tertinggi dari pektat liase yang diproduksi 
oleh A. niger sebesar 3,47 mg pektin/ml enzim/gr berat kering 
kultur/menit dan A. oryzae sebesar 2,54 mg pektin/ml 
enzim/menit/gr berat kering kultur.  
2. Enzim eksoopoligalakturonase, endopoligalakturonase dan pektat 
liase dihasilkan pada periode inkubasi 96 jam dengan suhu 
pemanasan 1210C 30 menit. 
 
B. Saran 
Sebaiknya dilakukan perhitungan total protein enzim sehingga 
dapat diketahui jumlah protein yang terkandung didalam enzim yang 
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Lampiran 1a. Hasil Pengukuran Berat Kering Media Fermentasi 
PERLAKUAN ULANGAN 






121°C selama 30 
menit + Aspergillus 
niger) 
B0 (0 jam) 0.38 0.38 0.76 0.38 
B1 (24jam) 0.35 0.35 0.7 0.35 
B2(48jam) 0.29 0.31 0.6 0.3 
B3(72jam) 0.27 0.27 0.54 0.27 
B4(96jam) 0.25 0.27 0.52 0.26 
A3 (pemanasan 
100°C selama 60 
menit+ Aspergillus 
niger) 
B0 (0 jam) 0.29 0.29 0.58 0.29 
B1 (24jam) 0.26 0.26 0.52 0.26 
B2(48jam) 0.24 0.26 0.5 0.25 
B3(72jam) 0.22 0.22 0.44 0.22 
B4(96jam) 0.22 0.2 0.42 0.21 
A2 (pemanasan 
100°C selama 90 
menit+ Aspergillus 
niger) 
B0 (0 jam) 0.33 0.31 0.64 0.32 
B1 (24jam) 0.29 0.31 0.6 0.3 
B2(48jam) 0.28 0.3 0.58 0.29 
B3(72jam) 0.29 0.27 0.56 0.28 
B4(96jam) 0.26 0.28 0.54 0.27 



























Lampiran 1b. Hasil Pengukuran Berat Kering Media Fermentasi 
PERLAKUAN ULANGAN 
Total Rerata 
Suhu Waktu I II 
A1 (pemanasan 
121°C selama 30 
menit+ Aspergillus 
oryzae ) 
B0 (0 jam) 0.33 0.34 0.66 0.33 
B1 (24jam) 0.31 0.30 0.61 0.30 
B2(48jam) 0.28 0.29 0.57 0.29 
B3(72jam) 0.29 0.27 0.56 0.28 
B4(96jam) 0.25 0.27 0.52 0.26 
A3 (pemanasan 
100°C selama 60 
menit+ Aspergillus 
oryzae) 
B0 (0 jam) 0.32 0.36 0.68 0.34 
B1 (24jam) 0.34 0.32 0.65 0.33 
B2(48jam) 0.29 0.31 0.60 0.30 
B3(72jam) 0.30 0.28 0.58 0.29 
B4(96jam) 0.25 0.29 0.54 0.27 
A2 (pemanasan 
100°C selama 90 
menit+ Aspergillus 
oryzae) 
B0 (0 jam) 0.36 0.42 0.78 0.39 
B1 (24jam) 0.36 0.39 0.75 0.37 
B2(48jam) 0.28 0.31 0.60 0.30 
B3(72jam) 0.27 0.31 0.58 0.29 
B4(96jam) 0.29 0.26 0.55 0.27 
Sumber: Data Sekunder Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi 
Pangan, 2013. 
 













































Lampiran 3a. Tabel Hasil Analisa Aktivitas Enzim Exopoligalakturonase 





A1 (121˚C 30 menit) 
B1 (24 jam) 4.3 4.23 8.53 4.27 
B2 (48 jam) 5.42 5.54 10.96 5.48 
B3 (72 jam) 6.71 6.62 13.33 6.67 
B4 (96 jam) 7.25 7.24 14.49 7.25 
A2 (100˚C 60 menit) 
B1 (24 jam) 3.98 4.14 8.12 4.06 
B2 (48 jam) 4.67 4.7 9.37 4.69 
B3 (72 jam) 5.2 5.12 10.32 5.16 
B4 (96 jam) 5.41 5.4 10.81 5.41 
A3 (100˚C 90 menit) 
B1 (24 jam) 4.42 4.37 8.79 4.4 
B2 (48 jam) 5.15 5.16 10.31 5.16 
B3 (72 jam) 5.27 5.25 10.52 5.26 
B4 (96 jam) 5.76 5.82 11.58 5.79 
Sumber: Data Sekunder Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi  
Pangan, 2013. 
 
Lampiran 3b. Tabel Analisa Sidik Ragam Aktivitas Enzim 
Exopoligalakturonase dari Kultur Aspergillus niger 
Sumber Keragaman DB JK KT F. Hitung  F 5% F 1% 
Suhu Pemanasan 2 4.979 2.489 890.4** 3.89 6.93 
Waktu Inkubasi  3 12.202 4.067 1454.8** 3.49 5.95 
Interaksi 6 2.373 0.395 141.5** 3 4.82 
Galat 12 0.033 0.002       
Total 23 19.589         
** Sangat berbeda nyata pada taraf 5% dan 1% dengan koefisien  
keragaman 1,00% 
 
Lampiran 3c. Uji Lanjutan BJND Pengaruh Suhu dan Waktu 
Pemanasan terhadap Aktivitas Enzim 
Exopoligalakturonase dari Kultur Aspergillus niger 
Perlakuan Suhu Pemanasan 
BNJD 
5% 1% 
A1 (121˚C 30 menit) c BC 
A2 (100˚C 60 menit) a A 
A3 (100˚C 90 menit) ab AB 




Lampiran 3d. Uji Lanjutan BJND Pengaruh Waktu Inkubasi terhadap 
Aktivitas Enzim Exopoligalakturonase dari Kultur 
Aspergillus niger 
Perlakuan Waktu Inkubasi 
BNJD 
5% 1% 
B1 (24 jam) a A 
B2 (48 jam) b B 
B3 (72 jam) c C 
B4 (96 jam) d D 
Keterangan : Perlakuan yang diikuti oleh huruf yang sama, berarti tidak 
beda nyata. 
 
Lampiran 3e. Uji Lanjutan BJND Analisa Pengaruh Interaksi  
Suhu Pemanasan dan Waktu Inkubasi terhadap 
Aktivitas  Enzim Exopoligalakturonase dari Kultur 
Aspergillus niger 
PERLAKUAN BJND 
Suhu Pemanasan Waktu kubasi 5% 1% 
A1 (Pemanasan 121°C selama 
30 menit) 
B1 (24 jam) b B 
B2 (48 jam) hi HI 
B3 (72 jam) c C 
B4 (96 jam) k K 
A2 (Pemanasan 100°C selama 
60 menit)  
B1 (24 jam) l L 
B2 (48 jam) a A 
B3 (72 jam) d D 
B4 (96 jam) fg FG 
 A3 (Pemanasan 100°C selama 
90 menit) 
B1 (24 jam) gh GH 
B2 (48 jam) de DE 
B3 (72 jam) ef EF 
B4 (96 jam) j J 













Lampiran 4a. Tabel Hasil Analisa Aktivitas Enzim Exopoligalakturonase 





A1 (121˚C 30 
menit) 
B1 (24 jam) 3.87 3.89 7.76 3.88 
B2 (48 jam) 4.55 4.37 8.92 4.46 
B3 (72 jam) 4.83 4.86 9.69 4.85 
B4 (96 jam) 5.31 5.53 10.84 5.42 
A2 (100˚C 60 
menit) 
B1 (24 jam) 3.28 3.25 6.53 3.27 
B2 (48 jam) 3.87 3.91 7.78 3.89 
B3 (72 jam) 4.23 4.42 8.65 4.33 
B4 (96 jam) 4.41 4.33 8.74 4.37 
A3 (100˚C 90 
menit) 
B1 (24 jam) 2.83 2.81 5.64 2.82 
B2 (48 jam) 3.96 3.99 7.95 3.98 
B3 (72 jam) 3.82 3.64 7.46 3.73 
B4 (96 jam) 4.18 4.25 8.43 4.22 




Lampiran 4b. Tabel Analisa Sidik Ragam Aktivitas Enzim 
Exopoligalakturonase dari Kultur Aspergillus oryzae 
Sumber Keragaman DB JK KT F. Hitun  F 5% F 1% 
Suhu Pemanasan  2 3.96 1.98 286.787** 3.89 6.93 
Waktu Inkubasi 3 5.813 1.937 280.663** 3.49 5.95 
Interaksi 6 0.515 0.085 12.445** 3 4.82 
Galat 12 0.082 0.006       
Total 23 10.371         
** Sangat berbeda nyata pada taraf 5% dan 1% dengan koefisien  
keragaman 2.02% 
 
Lampiran 4c. Uji Lanjutan BJND Pengaruh Suhu dan Waktu 
Pemanasan terhadap Aktivitas Enzim 
Exopoligalakturonase dari Kultur Aspergillus oryzae 
Perlakuan Suhu Pemanasan 
BNJD 
5% 1% 
A1 (121˚C 30 menit) c C 
A2 (100˚C 60 menit) ab AB 
A3 (100˚C 90 menit) a A 




Lampiran 4d. Uji Lanjutan BJND Pengaruh Waktu Inkubasi  
terhadap Aktivitas Enzim Exopoligalakturonase dari 
Kultur Aspergillus oryzae 
Perlakuan Waktu Inkubasi 
BNJD 
5% 1% 
B1 (24 jam) a A 
B2 (48 jam) b B 
B3 (72 jam) c BC 
B4 (96 jam) d D 
Keterangan : Perlakuan yang diikuti oleh huruf yang sama, berarti tidak 
beda nyata. 
 
Lampiran 4e. Uji Lanjutan BJND Analisa Pengaruh Interaksi  
Suhu Pemanasan dan Waktu Inkubasi terhadap 







A1 (Pemanasan 121°C selama 
30 menit) 
B1 (24 jam) cd CD 
B2 (48 jam) ij IJ 
B3 (72 jam) k K 
B4 (96 jam) l L 
A2 (Pemanasan 100°C selama 
60 menit)  
B1 (24 jam) B B 
B2 (48 jam) de DE 
B3 (72 jam) gh GH 
B4 (96 jam) hi HI 
 A3 (Pemanasan 100°C selama 
90 menit) 
B1 (24 jam) a A 
B2 (48 jam) ef EF 
B3 (72 jam) c C 
B4 (96 jam) g FG 







Lampiran 5a. Hasil Perhitungan Absorbansi Aktivitas Enzim Endopoligalakturonase dari kultur Aspergillus niger 











0.493 0.246 0.487 0.257 0.98 0.503 0.49 0.252 
B2  
(48 jam) 
0.493 0.238 0.487 0.242 0.98 0.48 0.49 0.240 
B3  
(72 jam) 
0.493 0.233 0.487 0.222 0.98 0.455 0.49 0.228 
B4  
(96 jam) 






0.493 0.307 0.487 0.305 0.98 0.612 0.49 0.306 
B2  
(48 jam) 
0.493 0.296 0.487 0.3 0.98 0.596 0.49 0.298 
B3  
(72 jam) 
0.493 0.31 0.487 0.318 0.98 0.628 0.49 0.314 
B4  
(96 jam) 






0.493 0.36 0.487 0.342 0.98 0.702 0.49 0.351 
B2  
(48 jam) 
0.493 0.339 0.487 0.333 0.98 0.672 0.49 0.336 
B3  
(72 jam) 
0.493 0.343 0.487 0.3514 0.98 0.6944 0.49 0.347 
B4  
(96 jam) 
0.493 0.315 0.487 0.317 0.98 0.632 0.49 0.316 
Sumber : Data Primer Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi Pangan, 2013. 
 
 
Lampiran 5b. Hasil Perhitungan Absorbansi Aktivitas Enzim Endopoligalakturonase dari kultur  
Aspergillus oryzae 












0.491 0.391 0.495 0.387 0.986 0.778 0.493 0.389 
B2  
(48 Jam) 
0.491 0.365 0.495 0.365 0.986 0.730 0.493 0.365 
B3  
(72 Jam) 
0.491 0.348 0.495 0.348 0.986 0.696 0.493 0.348 
B4  
(96 Jam) 







0.491 0.422 0.495 0.424 0.986 0.846 0.493 0.423 
B2  
(48 Jam) 
0.491 0.417 0.495 0.415 0.986 0.832 0.493 0.416 
B3  
(72 Jam) 
0.491 0.403 0.495 0.406 0.986 0.809 0.493 0.405 
B4  
(96 Jam) 







0.491 0.446 0.495 0.455 0.986 0.901 0.493 0.451 
B2  
(48 Jam) 
0.491 0.439 0.495 0.44 0.986 0.879 0.493 0.440 
B3  
(72 Jam) 
0.491 0.426 0.495 0.432 0.986 0.858 0.493 0.429 
B4  
(96 Jam) 
0.491 0.431 0.495 0.433 0.986 0.864 0.493 0.432 




Lampiran 6a. Tabel Hasil Analisa Aktivitas Enzim Pektat Liase dari Kultur 
Aspergillus niger 
PERLAKUAN ULANGAN 











2   menit 0.98 0.98 1.96 0.98 
4   menit 0.52 0.52 1.04 0.52 
6   menit 0.37 0.36 0.73 0.36 
8   menit 0.28 0.28 0.56 0.28 
10 menit 0.23 0.23 0.46 0.23 
B2 (48 
jam) 
2   menit 1.12 1.13 2.25 1.13 
4   menit 0.57 0.58 1.15 0.58 
6   menit 0.39 0.4 0.79 0.39 
8   menit 0.3 0.3 0.6 0.3 
10 menit 0.24 0.25 0.49 0.25 
B3 (72 
jam) 
2   menit 1.32 1.31 2.63 1.32 
4   menit 0.68 0.68 1.36 0.68 
6   menit 0.46 0.46 0.92 0.46 
8   menit 0.35 0.35 0.7 0.35 
10 menit 0.28 0.28 0.56 0.28 
B4 (96 
jam) 
2   menit 1.48 1.5 2.98 1.49 
4   menit 0.76 0.76 1.52 0.76 
6   menit 0.51 0.51 1.02 0.51 
8   menit 0.39 0.39 0.78 0.39 
10 menit 0.32 0.32 0.64 0.32 




2   menit 0.87 0.87 1.74 0.87 
4   menit 0.44 0.44 0.88 0.44 
6   menit 0.31 0.3 0.61 0.31 
8   menit 0.24 0.25 0.49 0.24 
10 menit 0.21 0.21 0.42 0.21 
B2 (48 
jam) 
2   menit 1.04 1.03 2.07 1.04 
4   menit 0.55 0.56 1.11 0.55 
6   menit 0.38 0.38 0.76 0.38 
8   menit 0.29 0.3 0.59 0.29 
10 menit 0.24 0.24 0.48 0.24 
B3 (72 
jam) 
2   menit 1.1 1.09 2.19 1.1 
4   menit 0.57 0.57 1.14 0.57 
6   menit 0.39 0.4 0.79 0.4 
8   menit 0.3 0.31 0.61 0.3 




Lampiran 6a (lanjutan). Tabel Hasil Analisa Aktivitas Enzim Pektat Liase 
dari Kultur Aspergillus niger 
PERLAKUAN ULANGAN 











2   menit 1.04 1.05 2.09 1.04 
4   menit 0.55 0.55 1.1 0.55 
6   menit 0.38 0.38 0.76 0.38 
8   menit 0.3 0.3 0.6 0.3 
10 menit 0.25 0.25 0.5 0.25 




2   menit 0.86 0.85 1.71 0.85 
4   menit 0.44 0.45 0.89 0.44 
6   menit 0.31 0.32 0.63 0.32 
8   menit 0.25 0.26 0.51 0.26 
10 menit 0.21 0.22 0.43 0.22 
B2 (48 
jam) 
2   menit 1.03 1.04 2.07 1.04 
4   menit 0.55 0.56 1.11 0.56 
6   menit 0.38 0.39 0.77 0.39 
8   menit 0.33 0.32 0.65 0.33 
10 menit 0.27 0.28 0.55 0.28 
B3 (72 
jam) 
2   menit 1.21 1.23 2.44 1.22 
4   menit 0.64 0.64 1.28 0.64 
6   menit 0.46 0.47 0.93 0.47 
8   menit 0.36 0.37 0.73 0.36 
10 menit 0.3 0.3 0.6 0.3 
B4 (96 
jam) 
2   menit 1.22 1.26 2.48 1.24 
4   menit 0.64 0.65 1.29 0.65 
6   menit 0.45 0.44 0.89 0.45 
8   menit 0.35 0.36 0.71 0.36 
10 menit 0.29 0.3 0.59 0.29 






Lampiran 6b. Tabel Analisa Sidik Ragam Aktivitas Pektat Liase dari Kultur 
Aspergillus niger 
Sumber Keragaman DB JK KT F Hitung 5% 1% 
Petak Utama 
Kelompok 1 0.00044 0.00044 11.4722 18.51 98.5 
A (Suhu Pemanasan) 2 0.17226 0.08613 2261.771** 19 99 
Galat A 2 0.0000076 0.0000038       
Anak Petak 
B (Waktu Inkubasi) 3 0.49446 0.16482 9428.556** 3.86 6.99 
AB 6 0.08244 0.01374 786.0188** 3.37 5.8 
Galat B 9 0.00016 0.000018       
Anak-Anak Petak 
C (Waktu Hidrolisa) 4 11.3162 2.82905 93233.29** 2.57 3.74 
AC 8 0.10002 0.0125 412.0385** 2.14 2.91 
BC 12 0.20171 0.01681 553.948** 1.95 2.56 
ABC 24 0.04176 0.00174 57.3373** 1.74 2.18 
Galat C 48 0.00146 0.00003       
Total 119           
**Sangat berbeda nyata pada taraf 5% dan 1%  dengan sumber 
keragaman (a) 0.06%, (b) 0.16% dan (c) 3.91% 
 
Lampiran 6c. Uji Lanjutan BJND Pengaruh Suhu dan Waktu 
Pemanasan terhadap Aktivitas Enzim Pektat Liase dari 




A1 (121˚C 30 menit) c C 
A2 (100˚C 60 menit) b B 
A3 (100˚C 90 menit) a A 
Keterangan : Perlakuan yang diikuti oleh huruf yang sama, berarti tidak 
beda nyata. 
 
Lampiran 6d. Uji Lanjutan BJND Pengaruh Waktu Inkubasi terhadap 
Aktivitas Enzim Pektat Liase dari Kultur Aspergillus niger 
Perlakuan Waktu Inkubasi 
BNJD 
5% 1% 
B1 (24 jam) a A 
B2 (48 jam) b B 
B3 (72 jam) c C 
B4 (96 jam) d D 




Lampiran 6e. Uji Lanjutan BJND Pengaruh Interaksi Suhu Pemanasan 
dan Waktu Inkubasi terhadap Aktivitas Enzim Pektat Liase 






A1 (Pemanasan 121°C selama 30 
menit) 
B1 (24 jam) c C 
B2 (48 jam) h H 
B3 (72 jam) k K 
B4 (96 jam) l L 
A2 (Pemanasan 100°C selama 60 
menit)  
B1 (24 jam) a A 
B2 (48 jam) d D 
B3 (72 jam) g G 
B4 (96 jam) e E 
 A3 (Pemanasan 100°C selama 90 
menit) 
B1 (24 jam) b B 
B2 (48 jam) f F 
B3 (72 jam) j J 
B4 (96 jam) i I 
Keterangan : Perlakuan yang diikuti oleh huruf yang sama, berarti tidak 
beda nyata. 
 
Lampiran 6f. Uji Lanjutan BJND Pengaruh Interaksi Waktu Hidrolisa 





2   menit e E 
4   menit d D 
6   menit c C 
8   menit b B 
10 menit a A 













Lampiran 6g. Uji Lanjutan BJND Pengaruh Interaksi Suhu Pemanasan 
dan Waktu Hidrolisa terhadap Aktivitas Enzim Pektat Liase 
dari Kultur Aspergillus niger 
PERLAKUAN BNJD 
Suhu Pemanasan Waktu Hidrolisa 5% 1% 
A1 (Pemanasan 121°C 
selama 30 menit) 
2   menit o O 
4   menit l L 
6   menit i I 
8   menit f F 
10 menit b B 
A2 (Pemanasan 100°C 
selama 60 menit)  
2   menit m M 
4   menit j J 
6   menit g G 
8   menit d D 
10 menit a A 
 A3 (Pemanasan 100°C 
selama 90 menit) 
2   menit n N 
4   menit k K 
6   menit h H 
8   menit e E 
10 menit c C 
Keterangan : Perlakuan yang diikuti oleh huruf yang sama, berarti tidak 
beda nyata. 
 
Lampiran 6h. Uji Lanjutan BJND Pengaruh Interaksi Waktu Inkubasi dan 
Waktu Hidrolisa terhadap Aktivitas Enzim Pektat Liase dari 
Kultur Aspergillus niger 
PERLAKUAN BNJD 
Waktu Inkubasi Waktu Hidrolisa 5% 1% 
B1 (24 jam) 
2   menit q Q 
4   menit m M 
6   menit g G 
8   menit c C 
10 menit a A 
B2 (48 jam) 
2   menit r R 
4   menit n N 
6   menit j J 
8   menit f F 




Lampiran 6h (lanjutan). Uji Lanjutan BJND Pengaruh Interaksi Waktu 
Inkubasi dan Waktu Hidrolisa terhadap Aktivitas 
Enzim Pektat Liase dari Kultur Aspergillus niger 
PERLAKUAN BNJD 
Waktu Inkubasi Waktu Hidrolisa 5% 1% 
B3 (72 jam) 
2   menit s S 
4   menit o O 
6   menit k K 
8   menit h H 
10 menit d D 
B4 (96 jam) 
2   menit t T 
4   menit p P 
6   menit l L 
8   menit i I 
10 menit e E 
Keterangan : Perlakuan yang diikuti oleh huruf yang sama, berarti tidak 
beda nyata. 
 
Lampiran 6i. Uji Lanjutan BJND Pengaruh Interaksi Suhu Pemanasan, 
Waktu Inkubasi dan Waktu Hidrolisa terhadap Aktivitas 









121°C selama 30 
menit) 
B1 (24 jam) 
    2   menit A’y A’Y 
4   menit A’m A’M 
6   menit Y Y 
8   menit jk J’K 
10 menit C C 
B2 (48 jam) 
    2   menit bd BD 
4   menit A’r A’R 
6   menit a’da’e A’DA’E 
8   menit p OP 
10 menit f F 
B3 (72 jam) 
    2   menit bg B’G 
4   menit a’u A’U 
6   menit a’j A’J 
8   menit w W 





Lampiran 6i (lanjutan) . Uji Lanjutan BJND Pengaruh Interaksi Suhu 
Pemanasan, Waktu Inkubasi dan Waktu 
Hidrolisa terhadap Aktivitas Enzim Pektat Liase 









121°C selama 30 
menit) 
B4 (96 jam) 
    2   menit b’h B’H 
4   menit a’v A’V 
6   menit a’l A’L 
8   menit a’d A’D 
10 menit u U 
A2 (Pemanasan 
100°C selama 60 
menit)  
B1 (24 jam) 
    2   menit a’w A’W 
4   menit a’g A’G 
6   menit rs RS 
8   menit e E 
10 menit a A 
B2 (48 jam) 
    2   menit a’z A’Z 
4   menit a’n a’o A’N A’O 
6   menit a’a A’A 
8   menit mn MN 
10 menit d D 
B3 (72 jam) 
    2   menit b’d B’D 
4   menit a’q A’Q 
6   menit a’e a’f A’E A’F 
8   menit r R 
10 menit h GH 
B4 (96 jam) 
    2   menit b’b B’B 
4   menit a’n A’N 
6   menit a’a a’b A’A A’B 
8   menit o NO 
10 menit g G 
A3 (Pemanasan 
100°C selama 90 
menit)  
B1 (24 jam) 
    2  menit a’x A’X 
4   menit a’h A’H 
6   menit t T 
8   menit hi HI 
10 menit b B 
B2 (48 jam) 
    2   menit a’z b’a A’Z B’A 
4   menit a’o a’p A’O A’P 




Lampiran 6i (lanjutan) . Uji Lanjutan BJND Pengaruh Interaksi Suhu 
Pemanasan, Waktu Inkubasi dan Waktu 
Hidrolisa terhadap Aktivitas Enzim Pektat Liase 









100°C selama 90 
menit)  
  B2 (48 jam) 
8   menit v V 
10 menit j J 
B3 (72 jam) 
    2   menit be B’E 
4   menit a’s A’S 
6   menit a’k A’K 
8   menit yz YZ 
10 menit pq PQ 
B4 (96 jam) 
    2   menit b’f B’F 
4   menit a’t A’T 
6   menit a’h a’i A’H A’I 
8   menit x X 
10 menit m M 
Keterangan : Perlakuan yang diikuti oleh huruf yang sama, berarti tidak 
beda nyata. 
 
Lampiran 7a. Tabel Hasil Analisa Aktivitas Enzim Pektat Liase dari Kultur 
Aspergillus niger 
PERLAKUAN ULANGAN 











2   menit 0.84 0.73 1.57 0.78 
4   menit 0.43 0.38 0.81 0.4 
6   menit 0.3 0.26 0.56 0.28 
8   menit 0.23 0.2 0.43 0.22 
10 menit 0.19 0.16 0.35 0.17 
B2 (48 
jam) 
2   menit 0.94 0.91 1.85 0.93 
4   menit 0.48 0.47 0.95 0.47 
6   menit 0.33 0.31 0.64 0.32 
8   menit 0.25 0.24 0.49 0.24 
10 menit 0.2 0.2 0.4 0.2 
B3 (72 
jam) 
2   menit 0.95 0.98 1.93 0.96 
4   menit 0.5 0.51 1.01 0.5 
6   menit 0.35 0.35 0.7 0.35 




Lampiran 7a (lanjutan). Tabel Hasil Analisa Aktivitas Enzim Pektat Liase 
dari Kultur Aspergillus niger 
PERLAKUAN ULANGAN 










10 menit 0.22 0.23 0.45 0.22 
B4 (96 
jam) 
2   menit 1.07 1.09 2.16 1.08 
4   menit 0.54 0.55 1.09 0.55 
6   menit 0.37 0.37 0.74 0.37 
8   menit 0.3 0.29 0.59 0.3 





2   menit 0.64 0.64 1.28 0.64 
4   menit 0.33 0.34 0.67 0.34 
6   menit 0.23 0.24 0.47 0.23 
8   menit 0.18 0.19 0.37 0.19 
10 menit 0.15 0.16 0.31 0.15 
B2 (48 
jam) 
2   menit 0.71 0.71 1.42 0.71 
4   menit 0.37 0.37 0.74 0.37 
6   menit 0.25 0.26 0.51 0.26 
8   menit 0.2 0.2 0.4 0.2 
10 menit 0.17 0.17 0.34 0.17 
B3 (72 
jam) 
2   menit 0.78 0.81 1.59 0.79 
4   menit 0.41 0.42 0.83 0.41 
6   menit 0.29 0.28 0.57 0.28 
8   menit 0.22 0.23 0.45 0.22 
10 menit 0.19 0.2 0.39 0.19 
B4 (96 
jam) 
2   menit 0.89 0.85 1.74 0.87 
4   menit 0.46 0.46 0.92 0.46 
6   menit 0.32 0.31 0.63 0.32 
8   menit 0.25 0.25 0.5 0.25 





2   menit 0.41 0.6 1.01 0.51 
4   menit 0.22 0.32 0.54 0.27 
6   menit 0.16 0.23 0.39 0.2 
8   menit 0.13 0.19 0.32 0.16 
10 menit 0.11 0.15 0.26 0.13 
B2 (48 
jam) 
2   menit 0.53 0.72 1.25 0.62 
4   menit 0.32 0.39 0.71 0.35 




Lampiran 7a (lanjutan). Tabel Hasil Analisa Aktivitas Enzim Pektat Liase 
dari Kultur Aspergillus niger 
PERLAKUAN ULANGAN 










8   menit 0.17 0.21 0.38 0.19 
10 menit 0.14 0.17 0.31 0.16 
B3 (72 
jam) 
2   menit 0.49 0.66 1.15 0.57 
4   menit 0.27 0.36 0.63 0.32 
6   menit 0.19 0.25 0.44 0.22 
8   menit 0.15 0.21 0.36 0.18 
10 menit 0.13 0.18 0.31 0.15 
B4 (96 
jam) 
2   menit 0.48 0.65 1.13 0.56 
4   menit 0.26 0.34 0.6 0.3 
6   menit 0.18 0.24 0.42 0.21 
8   menit 0.15 0.19 0.34 0.17 
10 menit 0.13 0.18 0.31 0.15 
Sumber: Data Sekunder Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi 
Pangan, 2013. 
 
Lampiran 7b. Tabel Analisa Sidik Ragam Aktivitas Pektat Liase dari Kultur 
Aspergillus oryzae 
Sumber Keragaman DB JK KT F Hitung 5% 1% 
Petak Utama 
Kelompok 1 0.0169 0.0169 0.6315 18.51 98.5 
A (Suhu Pemanasan) 2 0.50749 0.25375 9.48103 19 99 
Galat A 2 0.05353 0.02676       
Anak Petak 
B (Waktu Inkubasi) 3 0.11412 0.03804 10271.1** 3.86 6.99 
AB 6 0.04387 0.00731 1974** 3.37 5.8 
Galat B 9 0.000033 0.00000037       
Anak-Anak Petak 
C (Waktu Hidrolisa) 4 5.19082 1.29771 2048.538** 2.57 3.74 
AC 8 0.24988 0.03124 49.30754** 2.14 2.91 
BC 12 0.04608 0.00384 6.062275** 1.95 2.56 
ABC 24 0.01859 0.00078 1.2229 1.74 2.18 
Galat C 48 0.03041 0.00063       
Total 119           
**Sangat berbeda nyata pada taraf 5% dan 1%  dengan sumber 




Lampiran 7c. Uji Lanjutan BJND Pengaruh Waktu Inkubasi terhadap 
Aktivitas Enzim Pektat Liase dari Kultur Aspergillus oryzae 
Perlakuan Waktu Inkubasi 
BNJD 
5% 1% 
B1 (24 jam) a A 
B2 (48 jam) b B 
B3 (72 jam) c C 
B4 (96 jam) d D 
Keterangan : Perlakuan yang diikuti oleh huruf yang sama, berarti tidak 
beda nyata. 
 
Lampiran 7d. Uji Lanjutan BJND Pengaruh Interaksi Suhu Pemanasan 
dan Waktu Inkubasi terhadap Aktivitas Enzim Pektat Liase 






A1 (Pemanasan 121°C selama 30 
menit) 
B1 (24 jam) g G 
B2 (48 jam) j J 
B3 (72 jam) k K 
B4 (96 jam) l L 
A2 (Pemanasan 100°C selama 60 
menit)  
B1 (24 jam) d D 
B2 (48 jam) f F 
B3 (72 jam) h H 
B4 (96 jam) i I 
 A3 (Pemanasan 100°C selama 90 
menit) 
B1 (24 jam) a A 
B2 (48 jam) e E 
B3 (72 jam) c C 
B4 (96 jam) b B 














Lampiran 7e. Uji Lanjutan BJND Pengaruh Interaksi Waktu Hidrolisa 





2   menit e E 
4   menit d D 
6   menit c C 
8   menit b B 
10 menit a A 
Keterangan : Perlakuan yang diikuti oleh huruf yang sama, berarti tidak 
beda nyata. 
 
Lampiran 7f. Uji Lanjutan BJND Pengaruh Interaksi Suhu Pemanasan dan 
Waktu Hidrolisa terhadap Aktivitas Enzim Pektat Liase dari 
Kultur Aspergillus oryzae 
PERLAKUAN BNJD 
Suhu Pemanasan Waktu Hidrolisa 5% 1% 
A1 (Pemanasan 121°C 
selama 30 menit) 
2   menit o O 
4   menit l L 
6   menit j J 
8   menit g G 
10 menit d D 
A2 (Pemanasan 100°C 
selama 60 menit)  
2   menit n N 
4   menit k K 
6   menit h H 
8   menit e E 
10 menit c C 
 A3 (Pemanasan 100°C 
selama 90 menit) 
2   menit m M 
4   menit i I 
6   menit f F 
8   menit b B 
10 menit a A 










Lampiran 7g. Uji Lanjutan BJND Pengaruh Interaksi Waktu Inkubasi dan 
Waktu Hidrolisa terhadap Aktivitas Enzim Pektat Liase dari 
Kultur Aspergillus oryzae 
PERLAKUAN BNJD 
Waktu Inkubasi Waktu Hidrolisa 5% 1% 
B1 (24 jam) 
2   menit q Q 
4   menit m M 
6   menit h H 
8   menit c CD 
10 menit a A 
B2 (48 jam) 
2   menit r R 
4   menit n N 
6   menit j J 
8   menit f F 
10 menit b B 
B3 (72 jam) 
2   menit s S 
4   menit o O 
6   menit k K 
8   menit g G 
10 menit d D 
B4 (96 jam) 
2   menit t T 
4   menit p P 
6   menit l L 
8   menit hi HI 
10 menit e E 







Lampiran 8. Hasil Analisa Standar Deviasi Aktivitas Enzim 
Eksopoligalakturonase 
Perlakuan 















B1 (24 jam) 4.3 3.87 4.23 3.89 0.049 0.014 
B2 (48 jam) 5.42 4.55 5.54 4.37 0.085 0.127 
B3 (72 jam) 6.71 4.83 6.62 4.86 0.064 0.021 
B4 (96 jam) 7.25 5.31 7.24 5.53 0.007 0.156 
A2 (100˚C 
60 menit) 
B1 (24 jam) 3.98 3.28 4.14 3.25 0.113 0.021 
B2 (48 jam) 4.67 3.87 4.7 3.91 0.021 0.028 
B3 (72 jam) 5.2 4.23 5.12 4.42 0.057 0.134 
B4 (96 jam) 5.41 4.41 5.4 4.33 0.007 0.057 
A3 (100˚C 
90 menit) 
B1 (24 jam) 4.42 2.83 4.37 2.81 0.035 0.014 
B2 (48 jam) 5.15 3.96 5.16 3.99 0.007 0.021 
B3 (72 jam) 5.27 3.82 5.25 3.64 0.014 0.127 
B4 (96 jam) 5.76 4.18 5.82 4.25 0.042 0.049 
Sumber: Data Sekunder Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi 
Pangan, 2013. 
 
Lampiran 9a. Hasil Analisa Standar Deviasi Aktivitas Enzim Pektat Liase 











B1 (24 jam) 
2   menit 0.98 0.98 0 
4   menit 0.52 0.52 0 
6   menit 0.37 0.36 0.007 
8   menit 0.28 0.28 0 
10 menit 0.23 0.23 0 
B2 (48 jam) 
2   menit 1.12 1.13 0.007 
4   menit 0.57 0.58 0.007 
6   menit 0.39 0.4 0.007 
8   menit 0.3 0.3 0 
10 menit 0.24 0.25 0.007 
B3 (72 jam) 
2   menit 1.32 1.31 0.007 
4   menit 0.68 0.68 0 
6   menit 0.46 0.46 0 
8   menit 0.35 0.35 0 




Lampiran 9a (lanjutan). Hasil Analisa Standar Deviasi Aktivitas Enzim 











B4 (96 jam) 
2   menit 1.48 1.5 0.014 
4   menit 0.76 0.76 0 
6   menit 0.51 0.51 0 
8   menit 0.39 0.39 0 
10 menit 0.32 0.32 0 
A2 (100˚C 
60 menit) 
B1 (24 jam) 
2   menit 0.87 0.87 0 
4   menit 0.44 0.44 0 
6   menit 0.31 0.3 0.007 
8   menit 0.24 0.25 0.007 
10 menit 0.21 0.21 0 
B2 (48 jam) 
2   menit 1.04 1.03 0.007 
4   menit 0.55 0.56 0.007 
6   menit 0.38 0.38 0 
8   menit 0.29 0.3 0.007 
10 menit 0.24 0.24 0 
B3 (72 jam) 
2   menit 1.1 1.09 0.007 
4   menit 0.57 0.57 0 
6   menit 0.39 0.4 0.007 
8   menit 0.3 0.31 0.007 
10 menit 0.25 0.26 0.007 
B4 (96 jam) 
2   menit 1.04 1.05 0.007 
4   menit 0.55 0.55 0 
6   menit 0.38 0.38 0 
8   menit 0.3 0.3 0 
10 menit 0.25 0.25 0 
A3 (100˚C 
90 menit) 
B1 (24 jam) 
2   menit 0.86 0.85 0.007 
4   menit 0.44 0.45 0.007 
6   menit 0.31 0.32 0.007 
8   menit 0.25 0.26 0.007 
10 menit 0.21 0.22 0.007 
B2 (48 jam) 
2   menit 1.03 1.04 0.007 
4   menit 0.55 0.56 0.007 
6   menit 0.38 0.39 0.007 
8   menit 0.33 0.32 0.007 




Lampiran 9a (lanjutan). Hasil Analisa Standar Deviasi Aktivitas Enzim 











B3 (72 jam) 
2   menit 1.21 1.23 0.014 
4   menit 0.64 0.64 0 
6   menit 0.46 0.47 0.007 
8   menit 0.36 0.37 0.007 
10 menit 0.3 0.3 0 
B4 (96 jam) 
2   menit 1.22 1.26 0.028 
4   menit 0.64 0.65 0.007 
6   menit 0.45 0.44 0.007 
8   menit 0.35 0.36 0.007 
10 menit 0.29 0.3 0.007 
Sumber: Data Sekunder Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi 
Pangan, 2013. 
 
Lampiran 9b. Hasil Analisa Standar Deviasi Aktivitas Enzim Pektat Liase 
dari Kultur Aspergillus oryzae. 










B1 (24 jam) 
2   menit 0.84 0.73 0.078 
4   menit 0.43 0.38 0.035 
6   menit 0.3 0.26 0.028 
8   menit 0.23 0.2 0.021 
10 menit 0.19 0.16 0.021 
B2 (48 jam) 
2   menit 0.94 0.91 0.021 
4   menit 0.48 0.47 0.007 
6   menit 0.33 0.31 0.014 
8   menit 0.25 0.24 0.007 
10 menit 0.2 0.2 0 
B3 (72 jam) 
2   menit 0.95 0.98 0.021 
4   menit 0.5 0.51 0.007 
6   menit 0.35 0.35 0 
8   menit 0.27 0.27 0 




Lampiran 9b (lanjutan). Hasil Analisa Standar Deviasi Aktivitas Enzim 
Pektat Liase dari Kultur Aspergillus oryzae. 










B4 (96 jam) 
2   menit 1.07 1.09 0.014 
4   menit 0.54 0.55 0.007 
6   menit 0.37 0.37 0 
8   menit 0.3 0.29 0.007 
10 menit 0.24 0.25 0.007 
A2 (100˚C 
60 menit) 
B1 (24 jam) 
2   menit 0.64 0.64 0 
4   menit 0.33 0.34 0.007 
6   menit 0.23 0.24 0.007 
8   menit 0.18 0.19 0.007 
10 menit 0.15 0.16 0.007 
B2 (48 jam) 
2   menit 0.71 0.71 0 
4   menit 0.37 0.37 0 
6   menit 0.25 0.26 0.007 
8   menit 0.2 0.2 0 
10 menit 0.17 0.17 0 
B3 (72 jam) 
2   menit 0.78 0.81 0.021 
4   menit 0.41 0.42 0.007 
6   menit 0.29 0.28 0.007 
8   menit 0.22 0.23 0.007 
10 menit 0.19 0.2 0.007 
B4 (96 jam) 
2   menit 0.89 0.85 0.028 
4   menit 0.46 0.46 0 
6   menit 0.32 0.31 0.007 
8   menit 0.25 0.25 0 
10 menit 0.2 0.2 0 
A3 (100˚C 
90 menit) 
B1 (24 jam) 
2   menit 0.41 0.6 0.134 
4   menit 0.22 0.32 0.071 
6   menit 0.16 0.23 0.049 
8   menit 0.13 0.19 0.042 
10 menit 0.11 0.15 0.028 
B2 (48 jam) 
2   menit 0.53 0.72 0.134 
4   menit 0.32 0.39 0.049 
6   menit 0.22 0.27 0.035 




Lampiran 9b (lanjutan). Hasil Analisa Standar Deviasi Aktivitas Enzim 
Pektat Liase dari Kultur Aspergillus oryzae. 










B2 (48 jam) 10 menit 0.14 0.17 0.021 
B3 (72 jam) 
2   menit 0.49 0.66 0.120 
4   menit 0.27 0.36 0.064 
6   menit 0.19 0.25 0.042 
8   menit 0.15 0.21 0.042 
10 menit 0.13 0.18 0.035 
B4 (96 jam) 
2   menit 0.48 0.65 0.120 
4   menit 0.26 0.34 0.057 
6   menit 0.18 0.24 0.042 
8   menit 0.15 0.19 0.028 
10 menit 0.13 0.18 0.035 
Sumber: Data Sekunder Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi 
Pangan, 2013. 
 
Lampiran 10a. Hasil Analisa Standar Deviasi Aktivitas Enzim 
Endopoligalakturonase dari kultur Aspergillus niger 











0.493 0.246 0.487 0.257 0.0042 0.008 
B2 (48 
jam) 
0.493 0.238 0.487 0.242 0.0042 0.003 
B3 (72 
jam) 
0.493 0.233 0.487 0.222 0.0042 0.008 
B4 (96 
jam) 






0.493 0.307 0.487 0.305 0.0042 0.001 
B2 (48 
jam) 
0.493 0.296 0.487 0.3 0.0042 0.003 
B3 (72 
jam) 
0.493 0.31 0.487 0.318 0.0042 0.006 
B4 (96 
jam) 






0.493 0.36 0.487 0.342 0.0042 0.013 
B2 (48 
jam) 




Lampiran 10a (lanjutan). Hasil Analisa Standar Deviasi Aktivitas Enzim 
Endopoligalakturonase dari kultur Aspergillus 
niger 











0.493 0.343 0.487 0.3514 0.0042 0.006 
B4 (96 
jam) 
0.493 0.315 0.487 0.317 0.0042 0.001 
Sumber: Data Sekunder Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi 
Pangan, 2013. 
 
Lampiran 10b. Hasil Analisa Standar Deviasi Aktivitas Enzim 
Endopoligalakturonase dari kultur Aspergillus oryzae 











0.491 0.391 0.495 0.387 0.00283 0.003 
B2 (48 
jam) 
0.491 0.365 0.495 0.365 0.00283 0 
B3 (72 
jam) 
0.491 0.348 0.495 0.348 0.00283 0 
B4 (96 
jam) 






0.491 0.422 0.495 0.424 0.00283 0.001 
B2 (48 
jam) 
0.491 0.417 0.495 0.415 0.00283 0.001 
B3 (72 
jam) 
0.491 0.403 0.495 0.406 0.00283 0.002 
B4 (96 
jam) 






0.491 0.446 0.495 0.455 0.00283 0.006 
B2 (48 
jam) 
0.491 0.439 0.495 0.44 0.00283 0.001 
B3 (72 
jam) 
0.491 0.426 0.495 0.432 0.00283 0.004 
B4 (96 
jam) 
0.491 0.431 0.495 0.433 0.00283 0.001 







Lampiran 11. Rumus Perhitungan Aktivitas Enzim Exopoligalakturonase 
 
y = 14.963x   -   0.1565 




 = x (gram) »(X) x Fp  = a 
» 𝑎 𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑘𝑒𝑟𝑖𝑛𝑔 
1
𝑤𝑎𝑘𝑡𝑢 𝑖𝑛𝑘𝑢𝑏𝑎𝑠𝑖  
Keterangan :  
Fp    = Faktor pengenceran = 10 
Lama inkubasi   = 20 menit 
 
Lampiran 12a. Pembuatan Larutan Buffer Asetat  
 
 Buffer asetat pH 5 
 X : 0,2 M asam asetat (11,55 ml/L) 
 Y : 0,2 M natrium asetat (16,4 g C2H3O2Na / 27,2 g C2H3O2Na.3H2O/L) 
 X (14,8 ml) + Y(35,2 ml) = pH 5 
Campuran larutan dicukupkan volumenya menjadi 100 ml 
 
Lampiran 12b. Pembuatan Larutan Tris HCl Buffer 
 
 Tris HCl buffer 0,05 M pH 8 
 Tris dasar/tris base   : 6,05 gram 
 ddH2O (Aquadest double destilasi) : 1 liter 
Bahan dicampur dan dijadikan satu, sesuaikan pH menjadi 8 dengan 











Lampiran 13. Gambar Pembuatan Larutan Spora 
 
















Lampiran 15. Gambar Proses Fermentasi Media Pertumbuhan Kapang 








Lampiran 16. Gambar Proses Penyaringan Filtrat Enzim  
 
Lampiran 17.Gambar  Proses Pembotolan Enzim Hasil Sentrifus 
 
 
 
 
 
